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Nesse estudo foi avaliado o envolvimento do [óxido nítrico] (NO) no efeito 
ansiogênico da [substância P] (SP) em camundongos, avaliados no [labirinto em 
cruz elevado] (LCE). Os resultados mostram que os inibidores de NO sintase 
(NOS) não alteram os parâmetros comportamentais observados no LCE, mas 
revertem a ação ansiogênica da SP nesse paradigma experimental. Doadores de 
NO, assim como um inibidor de fosfodiesterase (IBMX), não apresentaram efeitos 
per se, mas também reverteram o efeito ansiogênico da SP. O 8-Br-GMPc, um 
análogo permeante de GMPc, promove efeito ansiogênico e amplia a ação 
ansiogênica da SP no LCE. Os resultados do presente estudo sugerem a 
participação do NO no efeito ansiogênico da SP em camundongos avaliados no 
LCE.
"O importante não é estar aqui ou ali, mas ser.... 
Ser é uma ciência delicada, feita de pequenas grandes
observações do cotidiano, dentro e fora da gente...
Se não executamos estas observações, não chegamos a 
ser; apenas estamos e desaparecemos."
(Carlos Drummond de Andrade)
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1 - INTRODUÇÃO 
ÓXIDO NÍTRICO
Histórico
É difícil estabelecer o momento em que a pesquisa sobre o óxido nítrico 
(NO, incluindo NO*, NO  ^ e N0“) foi iniciada. A biossíntese de óxidos de 
nitrogênio por microorganismos (vias de nitrificação e denitrificação) foi descrita 
muito antes de qualquer referência sobre a geração desses compostos por 
mamíferos (Hooper, apud Strogl et a i, 1984). Entretanto, já no início do século 
20 era conhecido que a urina de animais e seres humanos continha mais 
nitrato que o esperado pela quantidade ingerida em suas dietas (Mitchell et a!., 
1916). Os primeiros dados sobre a biossíntese de óxidos de nitrogênio em 
mamíferos provém do trabalho de Green et al. (1981). A importância que é 
dada atualmente ao papel do NO nos mais diferentes sistemas e processos 
decorre principalmente de duas linhas de pesquisa. A primeira diz respeito aos 
mecanismos de citotoxidade de macrófagos. Stuehr e Marletta (1985) e Hibbs 
et al. (1987) mostraram evidências de que o mecanismo de citostase / 
citotoxicidade induzido por citocinas de macrófagos de roedores em células 
alvo estava associado à liberação de nitrito e era dependente da presença de 
L-arginina (L-Arg). O fato de ambos os processos, biossíntese de nitritos e 
citotoxicidade, serem inibidos de uma maneira estereosseletiva por um análogo 
metilado da arginina sugeriu o envolvimento de uma via enzimática nessas 
reações.
Em 1980, Furchgott e Zawadzki verificaram que a interação da 
acetilcolina (Ach) com receptores muscarínicos localizados nas células 
endoteliais levava à liberação de uma substância lábil, que induzia o 
relaxamento do músculo liso vascular. Esta substância foi então denominada 
de fator relaxante derivado do endotélio (EDRF = “endothelium-derived relaxing 
factor”). Em 1986, dois grupos independentes sugeriram que o EDRF guardava 
similaridades com o NO, um gás considerado até então um poluente 
atmosférico (Furchgott et al. e Ignarro et aí.). Plamer et al. (1987) 
demonstraram a identidade química entre o EDRF e NO, enquanto uma 
comparação detalhada entre as ações biológicas do EDRF e do NO foi feita em
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preparações vasculares e em plaquetas, demonstrando que os dois compostos 
possuíam também as mesmas propriedades biológicas (Moncada et ai, 1988). 
Embora ainda exista certa controvérsia a respeito da identidade química do 
EDRF, a importância da via endógena para geração de NO está bem 
estabelecida (Radomski, 1995).
Síntese e inativação do óxido nítrico
O NO é sintetizado a partir do nitrogênio do gmpo guanidino do 
aminoácido L-Arg, através da NOS (Palmer et ai, 1988), que apresenta grande 
homologia estrutural com a enzima citocromo P-450 redutase (Bredt et al., 
1991; Figura 1).
nNOS
eNOS
PKAP CAM FMN FAD NADPH
1433
COOH
ÍNOS ! ■
Citocromo P450
1000 1203
1000 1153
Figura 1 - Estrutura primária das NOS íiumanas mapeadas (retirado de 
Knowles e Moncada, 1994).
Essa reação envolve a transferência de elétrons de diversos co-fatores 
tais como o dinucleotídeo de flavina e adenina (FAD), o mononucleotídeo de 
flavina (FMN), o dinucleotídeo de nicotinamida e o fosfato de adenina 
(NADPH), a tetrahidrobiopterina (THB4), a calmodulina e o heme (Bredt e 
Snyder, 1990; Klatt ef a/., 1992). Esta conversão de arginina à NO realiza-se 
em dois passos:
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- Inicialmente ocorre uma oxidação, com transferência de dois elétrons, da 
arginina originando a N°-hidroxiarginina, que pennanece ligada a NOS;
- Seqüencialmente, ocorre uma nova oxidação, envolvendo a transferência de 
três elétrons, originando quantidades equimolares de NO e citrulina. Para que 
esta segunda oxidação ocorra é necessário a presença de oxigênio (O2), 
cálcio-calmodulina, THB4 e NADPH (Figura 2).
O, + Arginina
N-hidroxi-L-jérginina
Tetrahidrobiopterina
NADPH
FADH
FMNH,
^  Calmodulina
NO + Citrulina Ca2-
Figura 2- Biossíntese do óxido nítrico (adaptado de Marletta e Maxey, 
1995).
Várias isoformas de NOS, a enzima passo limitante na síntese de NO, 
foram isoladas, sendo todas homólogas e dividindo-se em duas categorias 
básicas: NOS constitutiva e induzida (Scuiz e Triggle, 1994; Dominiczack e 
Bohr, 1995). A NOS constitutiva subdivide-se em neuronal (NOSn, isoforma I) 
e endotelial (NOSe, isofomia III), localizadas principalmente no sistema 
nervoso e células endoteliais, respectivamente (Tabela 1). Essas enzimas
encontram-se sob fonna inativa até que o complexo cálcio-calmodulina ligue-se 
às mesmas, ativando-as. Esta ativação determina a liberação contínua de 
pequenas quantidades (pmol) de NO, que atua como um mecanismo de 
transdução de sinal, resultando em várias respostas fisiológicas como efeito 
final. A forma induzida (NOSi, isoforma II; Tabela 1) é expressa após a ação de 
determinados estímulos, tais como citocinas (interleucina-1, fator de necrose 
tumoral, interferon^) e o lipopolissacarídeo de parede bacteriana (LPS) em 
macrófagos, além de células endoteliais, células da musculatura lisa vascular, 
miócitos e hepatócitos, entre outras células (para revisão ver Stuehr, 1987). A 
NOSi, uma vez expressa, é independente do complexo Ca^- calmodulina, 
libera grandes quantidades (nmol) de NO e pode pennanecer ativa por várias 
horas (Schuman e Madison, 1994).
Atualmente, acredita-se que a NOS constitutiva (neuronal e endotelial) 
esteja relacionada à processos fisiológicos, enquanto que a NOS induzida 
estaria mais relacionada a processos patológicos (Petros et a i, 1994). Neste 
sentido, agentes que inibem seletivamente as diferentes isoformas de NOS 
podem ser de extremo valor terapêutico. Inicialmente, observou-se que a N°- 
mono-metil-L-arginina (L-NMMA) era capaz de inibir a síntese de NO e que 
este efeito caracterizava-se pelo fato de ser dependente da dose e de ser 
específico para a fonna levógira, ou seja, a forma dextrógira do composto não 
desencadeia a mesma resposta (Palmer et al., 1988; Rees et al., 1989). 
Posteriormente, outros compostos foram sintetizados e, dentre eles, destacam- 
se a N°-nitro-L-arginina (L-NOARG), sua forma metilada e mais lipossolúvel, a 
N°-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, Moore et al., 1990), a N-iminoetil-L- 
ornitina (Müisch and Busse, 1990) e o 7-nitroindazol (7-NI, Garthwaite et al.,
1991). - -  ------
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Tabela 1 - Similaridades e diferenças entre as óxido nítríco sintases 
(NOS).
Enzimas Constitutivas 
NOSe NOSn*
Enzima Induzida 
NOSi
Localização
celular
Ligada a membrana Citosólica e ligada a 
membrana
Citosólica
Co- fatores
Dependente de 
NADPH e de THB4
Dependente de NADPH 
e de THB4
Dependente de NADPH 
edeTHBí
Atividade
dioxigenásica
Atividade
dioxigenásica
Atividade
dioxigenásica
Inibida por análogos 
da L-arginina
Inibida por análogos da 
L-arginina
Inibida por análogos da L- 
arginina
Atividade
Dependente de 
cálcio/calmodulina
Dependente de 
cálcio/calmodulina
Independente de 
cálcio/calmodulina
pmol de NO 
produzido
pmol de NO produzido nmol de NO produzido
Liberação curta (s) Liberação curta (s) Liberação longa (h)
Localização
cromossômica
Cromossoma 7 
(7q35-7q36)
Cromossoma 12 
(12q24.2)
Cromossoma 17 
(17cen-q11.2; 17cen-17q11; 
17q11.2-q12)
Tamanho
RNA
4,4Kb 10,5Kb 4Kb
*NOS|x = isoforma da NOSn (Magee et ai., 1996)
(Adaptado de Fernandes, 1996).
Assim, compostos estruturalmente análogos à L-Arg, o precursor de NO, 
inibem competitivamente a enzima NOS. Entretanto, algumas isotiouréias, 
compostos não análogos à L-Arg, vêm sendo descritas como inibidores ainda 
mais seletivos da NOS induzida (Southan et a i, 1995). Um outro modo de 
regulação da via L-Arg/NO é através de um mecanismo de inibição retrógada 
ultra curta. Uma vez produzido, o NO é capaz de inibir a NOSi, reduzindo-se 
assim os níveis de NO produzidos por macrófagos ativados (Assreuy et al., 
1993). Este mecanismo foi demonstrado e validado para as enzimas neuronal 
(Rogers e Ignarro, 1992) e endotelial (Buga et ai, 1993).
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vizinhas, onde pode interagir com moléculas específicas. Dentre estas, 
destaca-se o ferro na fonna reduzida (Fe" )^ no grupo heme contido em 
determinadas proteínas como, por exemplo, a guanilato ciclase solúvel (GCS) 
cuja interação aumenta os níveis intracelulares de guanidil monofosfato cíclico 
(GMPc). A ligação do NO ao grupamento heme da GCS causa aumento 
drástico e imediato da sua atividade catalítica, o que altera vários processos 
intracelulares, incluindo a ativação de canais de potássio via proteínas 
quinases dependentes de GMPc (Figura 3).
anal iônico 
C N G
Análogos 
do GMPc
NO\
GC-S
Outros
alvos
—  ^
I  P K G  I ÇP)—[Substrato
J *  Proteína ^
Nr >V Fosfatase I
F o s fo p ro te ín a s  ^ I '
4^
Canais Diversos efeitos fisiológicçs
Subs rato
Cito-
esqueleto
V
| X  Proteínas que se 
ligam ao G T P
[Ca**]i
Nucleotídios
cíclicos ^  ^
•  %  •  Canal de Ca + 
•  •  .
Liberação do
neurotransm issor Endocitose
Figura 3 - Modelo ilustrativo das duas principais vias de formação do 
GMPc seus efeitos biológicos diversos (retirado de Wang e 
Robinson, 1997).
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Semelhante ao que ocorre com a GCS, a hemoglobina presente nas 
hemácias é outra molécula que contém Fe^ (Tabela 2). Consequentemente, 
no momento em que o NO se difunde da célula endotelial para o lúmen do 
vaso, ele é rapidamente captado pelas hemácias. A reação com a 
hemoglobina, ou com a oxihemoglobina, origina o nitrato (NO'^ ) que será 
eliminado por filtração glomerular. O nitrito (N0‘^ ) também constitui produto da 
degradação do NO, no entanto, é rapidamente convertido a nitrato por meio de 
reação oxidativa que pode ser realizada pela própria oxihemoglobina 
(Spagnuolo et al., 1987). Em decorrência desta rápida inativação, o NO tem 
uma meia-vida de aproximadamente 3 a 5 s (Gryglewski et al., 1986; Warner et 
al., 1989). A maior parte do NO formado no organismo, portanto, decai à nitrito 
e, subseqüentemente, a nitrato, como mostra a Figura 4.
Tabela 2 - Principais alvos do óxido nítrico.
Classe Molecular Atividade
Aumentada Reduzida
Heme proteínas Guaniiato ddase i-iemoglobina e miogiobina
Proteínas Fe-S - Aconitase, compiexo 1 e ii
Outras proteínas não Fe-S - Ferritina
Radicai tirosil de proteínas - Ribonudeotídeo redutase
Grupamento tioi Ativadorteciduai de piasminogênio Dehidrogenases
DNA iVlutações iVlutações
Anion superóxido Produção de radicai iiidroxiia e 
anion peroxinitrito (OONC)
Depieção de superóxido
(Retirado de Fernandes, 1996)
I.P. Baretta INTRODUÇÃO
L-Arginina
L-citrulina
NO sintase 
Ca^^^ -^dependente 
(deaminação oxidativa)
Metal NO
Metal-NO ^ ------- 0 2 - NO 2
í  (superóxido)
Irradiação U.V.
Nitrato 
de potássio 
sólido
1/2 O,
taxa constante
6.7 ± 0.9 (X109M-1 seg-1)
OONO-(peroxinitrito)
H +
(protonação)
pKa = 6.8
T i/2 :< 1.9 seg em pH 7.4
ONOOH(ácido peroxinitroso)
•OH + NO 2 N O 3 - +  H
{20-30%) {70-80%)
Figura 4 - Formação e degradação de NO e peroxinitríto (retirado de 
Kuriyama e Ohkuma, 1995).
Participação do óxido nítrico em processos fisiopatoiógicos
Apesar do NO ser uma molécula quimicamente simples, pode agir de 
forma específica controlando funções vitais como neurotransmissão, tônus 
vascular, contração de orgãos gastrintestinais (Fõrstermann et a!., 1994). Além 
disso, o NO também pode afetar a transcrição genética (Krõncke et al., 1994) 
e, quando utilizado em altas doses, tem efeito citotóxico sobre bactérias, 
parasitas e células tumorals (Nathan e HIbbs, 1991).
Estímulos químicos ou físicos, qomo hipoxia e estresse de cisalhamento 
{shear stress), também Induzem a liberação de NO e podem ser considerados 
os sinais fisiológicos mais Importantes de uma vasodilatação endotélio-
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dependente. Esses estínnulos promovem abertura dos canais de Ca'^ '^  
presentes na membrana endotelial, levando a um aumento transitório na sua 
cxjncentração intracelular, permitindo sua ligação à calmodulina. O complexo 
Ca^- calmodulina ativado estimula a NOSe, gerando NO que, desta forma, é 
liberado continuamente pelas células endoteliais e se difunde para a luz dos 
vasos ou para as células musculares lisas, e mantêm um estado constante de 
vasodilatação ativa (Moncada e Higgs, 1993).
A inibição aguda da síntese de NO in vivo determina um aumento da 
resistência vascular e hipertensão, efeitos estes geralmente acompanhados por 
redução do débito cardíaco e bradicardia (Rees et a i, 1989; Gardiner et al., 
1990). Estas alterações indicam que o NO, em condições basais, é liberado a 
fim de modular o tônus da célula muscular lisa vascular, bem como o fluxo 
sangüíneo dos diferentes leitos vasculares. São várias as evidências de que a 
deficiência na produção de NO contribui para a patogênese da hipertensão 
(Vane et a i, 1990). O contrário, um excesso da produção de NO, observado 
em casos de choque séptico, é lesivo ao organismo. Este excesso leva a 
extensa vasodilatação e hipotensão decorrentes do NO originado pela NOSi 
(Palmer, 1993).
A ativação plaquetária também é regulada pela síntese e liberação de 
NO. Tanto a adesão, quanto a agregação plaquetária são fenômenos inibidos 
pelo NO proveniente tanto da célula endotelial como da própria plaqueta. Como 
as plaquetas são elementos que tendem a aderir à parede dos vasos e se 
agregarem formando trombos, o NO liberado pela célula endotelial difunde-se 
rapidamente para o interior das plaquetas impedindo sua agregação à parede 
dos vasos. A modulação da ativação plaquetária não é um fenômeno regulado 
exclusivamente pelo NO. Na verdade, a via L-Arg/NO age como um 
mecanismo de controle negativo que regula a atividade plaquetária.
O NO parece também estar envolvido no desenvolvimento e progressão 
da placa ateromatosa, pois as células endoteliais perdem sua capacidade de 
produção de NO em níveis normais na disfunção endotelial, causada por 
deposição de colesterol (lipoproteína de baixa densidade - LDL), lesão física 
e/ou química.
Observa-se ainda uma complexidade de regulação do processo 
infiamatório pelo NO, que desempenha um papel multifacetado em todas as
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fases da resposta inflamatória, dependendo da fonte e da quantidade 
produzida. O processo inflamatório é uma resposta que envolve uma série de 
eventos que podem ser desencadeados por inúmeros estímulos. A reação 
ocorre em fases distintas, cada uma mediada por diversos mecanismos e 
mediadores químicos. Na fase inicial ocorrem alterações vasculares, como 
vasodilatação e aumento da penneabilidade vascular, seguida de migração 
celular (leucócitos) para o tecido alvo. Em uma fase tardia (aproximadamente 
48 h), os macrófagos alcançam o tecido lesado e quando ativados produzem 
NO (Seijelid e Eskeland, 1993). Devido a suas propriedades pró- ou anti- 
inflamatórias, variando de acordo com sua concentração, formação de 
peroxinitrito e com a resposta adaptativa das células alvo, o NO desempenha 
um papel importante na inflamação.
Além disso, sabe-se que o NO produzido por diversos estímulos pode 
reagir com aminas originando nitrosaminas, que são potentes agentes 
carcinogênicos, podendo causar mutações importantes no DNA, levando a 
danos e/ou alterações no desenvolvimento celular (Lyons, 1995).
Óxido nítríco e sistema nervoso central
A observação de que células do cerebelo de rato estimuladas com N- 
metil-D-aspartato (NMDA), um agonista para o receptor do aminoácido 
excitatório (AAE) glutamato, liberavam uma substância semelhante ao EDRF, 
estabeleceu a existência do sistema L-Arg/NO no SNC (Garthwaite et a i, 1988; 
Figura 5). No entanto, somente em 1990 Bredt e Snyder purificaram e 
caracterizaram a NOSn. Devido a homologia do domínio redutase (extremo C- 
terminal) com a enzima citocromo P450 redutase, sugeriu-se ser este o sítio 
para oxidação da L-Arg (Moncada et al., 1991). Na ausência de L-Arg, o 
domínio redutase pode transferir elétrons do NADPH para o O2 formando assim 
o anion superóxido (02*) e peróxido de hidrogênio (H2O2) o que poderia 
explicar, por exemplo, as características neurotóxicas e neurodegenerativas 
dos AAEs. Manzoni et al. (1992) propuseram que o NO bloquearia receptores 
NMDA, baseados nos efeitos de substâncias doadoras de NO sobre as 
correntes iônicas, propondo mecanismos de retro-alimentação negativa, ao 
passo que Lei et al. (1992) sugeriram que esse efeito poderia estar relacionado
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com grupamentos nitrosotióis associados aos receptores, uma vez que os 
doadores de NO reagem liberando NO e nitrosotióis.
O NO formado no SNC participaria então de eventos celulares 
desencadeados por AAEs (Zhang e Snyder, 1995), tais como transmissão 
sináptica anterógrada ou retrógrada (Garthwaite, 1991) e processos de 
plasticidade neural (Medina e Izquierdo, 1995). A síntese excessiva de NO , por 
ativação de NOSn e/ou NOSi, por outro lado, poderia levar à epilepsia (Dawson 
et al., 1991), além de contribuir para processos degenerativos do SNC, como 
demência senil do tipo Alzheimer, doença de Parkinson e coréia de Huntington 
(Moncada e Higgs, 1993; Garthwaite e Boulton, 1995).
Karanth et al. (1993) relataram ainda que o NO parece regular a 
liberação de hormônios no eixo hipotálamo-hipófise, uma vez que o uso de 
inibidores da NOS no hipotálamo aumenta a liberação de hormônio liberador de 
corticotrofinas. Lomat et al. (1992) demonstraram que doadores de NO, como o 
nitroprussiato de sódio e hidroxilamina, estimulam de maneira dose- 
dependente a liberação de noradrenalina e acetilcolina em fatias de 
hipocampo. Estudos de microdiálise, porém, demonstraram que a perfusão de 
L-NMMA (N®-mono-metil-L-arginina), um inibidor da síntese de NO, aumenta a 
concentração do ácido gama-aminobutírico (GABA) no estriado, indicando que 
o NO pode inibir a liberação desse neurotransmissor nessa região em particular 
(Semba et al., 1995). Em conjunto, essas observações experimentais mostram 
que o NO pode, portanto, atuar antagonicamente sobre o processo de 
exocitose de neurotransmissores, modulando tanto a liberação vesicular quanto 
a recaptação de neurotransmissores (Wolosker et al., 1996). O NO tem uma 
meia-vida de poucos segundos e se difunde rapidamente através de células. 
Ao ser produzido, é capaz de influenciar diversas funções dentro de uma esfera 
com diâmetro de aproximadamente 0,3 mm (300 ^m), espaço este muito 
grande quando comparado com a dimensão de uma sinapse (1 |am), cuja 
fenda sináptica é de aproximadamente 20 nm (Garthwaite e Boulton, 1995).
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NEURONIO PRE-SINAPUCO
Glutamato
NEURÔNIO PÓS-SINÁPnCO
Calmodulína 
comCa*+ nNOS
Arginína +
NADPH + nNOS com 
O2 Ca”/calmodulina
GTP
Cítmiína
+NADP+
Figura 5 - Síntese e efeitos do NO produzido pela NOS neuronai (retirado 
de Fernandes, 1996).
A parte de sua participação no processo de neurotransmissão, o NO 
parece controlar o fluxo sangüíneo local através da dilatação de vasos de 
resistência no SNC (Gally et a i, 1990). A literatura tem relatado ainda que o 
NO pode servir como um sinal para a organização celular no córtex ou como 
indicador inicial de um processo apoptótico, além de causar danos ao DNA em 
resposta à depleção de estoques intracelulares energéticos (Dawson e Snyder, 
1994; Dawson e Dawson, 1995). O NO é, portanto, um mensageiro intercelular 
atípico e com amplas funções neurais, propondo-se seu envolvimento em 
diferentes processos como cognição, aprendizado, regulação sensorial e 
motora e comportamento sexual.
Localização da óxido nítrico sintase no sistema nervoso central
Os neurônios do córtex cerebral e dos gânglios da base foram 
marcados para diaforase-fosfato de nucleotídeo adenina reduzido (NADPH- 
diaforase; Thomas e Pearse, 1961) e identificados por apresentarem-se
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corados de azul escuro na presença de sais de tetrazóiio ( do tipo ‘nitroblue 
tetrazole’, NBT) e NADPH (Thomas e Pearse, 1964). O emprego dessas 
técnicas de marcação pennitiu a co-localização desses co-fatores com as 
NOS, uma vez que as enzimas apresentam atividade dependente dos mesmos, 
como descrito anteriormente. Através de reações histoquímicas, a co- 
localização de NADPH diaforase e NOS foi mapeada no SNC de ratos (para 
revisão ver Vincent e Kimura, 1992). Foi ainda demonstrado que sítios de 
formação de GMPc no cérebro de ratos apresentavam-se NADPH-diaforase 
positivos, após o uso de doadores de NO (Southam e Garthwaite, 1993).
Como mostrado na Tabela 3, corpos celulares imunorreativos à NOS 
foram identificados em diversos sítios do neuro-eixo (Mizukawa et al., 1989; 
Kinjo et al., 1989; Snyder e Bredt, 1991; Vincent e Kimura, 1992; Brady, et al.,
1992). Em particular, destacamos a presença de um número substancial de 
pericários que expressam a NOS em regiões do SNC que sabidamente estão 
envolvidas na organização do comportamento de defesa, constituindo-se no 
substrato anatômico dos estados de medo e ansiedade (Davis, 1992; Graeff, 
1994; Canteras et al., 1997), tais como: porção ventral posterior do núcleo da 
amígdala, divisão lateral posterior do núcleo intersticial da estria terminal, setor 
mediai rostro-dorsal da região perifomical, setor intermédio-lateral da área 
hipotalâmica lateral, núcleo pré-mamilar dorsal, camadas intemnediárias e 
profundas do colículo superior e coluna lateral dorsal da substância cinzenta 
periaquedutal.
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Tabela 3 - Localização central de células imunorreativas à NOS
Localização Células 
Imunorreativas à NOS
Localização Células 
Imunorreativas à NOS
Isocórtex 
Córtex Frontal + +
Córtex Cingulado + +
Córtex Olfativo 
Bulbo Olfativo Principal
■ camada glomerular
■ c. plexifonne externa
++
+
++- c. plexiforme interna
- c. de céls. mitrais
- c. granular + +
Bulbo Olfativo Acessorio
- camada glomerular
- c. de céls. mitrais
- c. granular + + + +
N. Olfativo Anterior + +
Córtex Piriforme + +
N. Endopiriforme (parte + +
ventral)
Tubérculo Olfativo
- camada polimorfica + +
- ilhotas de Calleja +
Formação Hipocampal
-  induseum griseum
-  córtex etorrina)
- parassubiculo
- pré-subiculo
- subiculo
- campo CAI
- campo CA2
• campo CA3
- giro denteado
++
++
+++
+++
+++
+
++
Hipotálamo 
Núcleo Septo-hipotalâmico 
Lamina Temiinal 
N. Periventricular Anterior
Região Perífomical (rostro 
dorsal mediai)
N. Hipotalâmico Anterior
Área Hipotalâmica l.ateral 
(setor intermédio lateral)
Núcleo supra-óptico
Região retroquiasmática
Núcleo Magno Acessório
N. Magno Paraventricular
N. Entromedial
N. ventromedial (porção 
yentrolateral)
N. Tuberal
N. Dorsomedial
Área Hipotalâmica Dorsal
N. Hipcáalámico Dorsal
Núcleo Pré-mamilar Dorsal
N. Supramamilar 
N. Pré-mamilar ventral 
N. Mamilar Lateral 
N. Mamilar Mediai
Pré-tecto
N. Pré-comissural
N. Pré-tectal Posterior
N. do Trato Óptico
N. Olivar
N. Magno da Comissura 
Posterior
Mesencéfalo 
Área Tegmental Ventral
++
+++
++
+++
+
++++
++++
+ + /+ + +
++++
++++
+
+ + + +
+++
+ +
+
+
+ + +
++
+++
+++
+  -  -  
+
+
+++
++++
+++
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Tabela 3 - Continuação
Amígdala
N. Mediai (porção póstero + + + +
ventral)
N. Basolateral + /+ +
Córtex periamigdalóide + /+ +
Reaião Septal
N. Septal Mediai + + + +
N. da Banda Diagonal de +++-<-
Broca
Órgão Subfomical + + + +
N. Intersticial da Estría + + +
Terminal (posterior lateral)
Corpus Striatum 
Caudoputamen + +
N. Accumbens 
Globo Pálido 
N. Endopeduncular
++
Tálamo Dorsal
N. Paraventricular 
N. Centralmedlal 
N. Reuníens
N. Genlculado Lateral Dorsal 
N. Retroetmoldal
N. Intralaminar Posterior
Tálamo Ventral
N. Geniculado Lateral
Ventral
Zona incerta
N. Subtalâmico
++
+
+
+
++
++
++++
+
++
N. Peripeduncular 
N. Terminal Lateral
N. Interpeduncular 
N. Mediano da Rafe 
N. Dorsal da Rafe 
Colículo Superior 
Coluna Dorsal da PAG
Colículo Inferior (n. cortical) 
Colículo Inferior (n. central)
Ponte e Bulbo
N. Tegmentai Pedunculo 
Pontino
N. Tegmentai Lateral Dorsal
N. do Lemnisco Lateral
N. Parabraquial
Ijo c u s  Coeruleus
N. Paraleminiscal
N. Rtílcular Pontino
N. do Corpo Trapezóide
N. Coclear Posterior
Cerebelo (molecular, 
granular)
N. Supragenualis
N. Prepósito do Hipoglosso 
N. Magno da Rafe
N. Paragigantocelular Lateral 
N. do Tracto Solitário 
N. Ambíguo 
N. Vestibular Mediai 
N. Paratrigeminal 
N. Motor Dorsal do Vago 
N. Grácil 
N. Espinal doTrigêmio
++
++
++++
++
++++
++++
++++
++++
+
+ + + + +
+ +
+ +
++
+
+
+
+ + +
+++
+++
+++
+++
++++
++
++
+++
++
+++
+ + +
(Adaptado de Vincent e Kimura,1992).
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Óxido nítrico e ansiedade
A ansiedade está entre os vários processos fisiopatológicos do SNC 
envolvendo o NO como um dos fatores moduladores. A este respeito, 
Guimarães et al. (1994) propuseram que o NO seria importante na modulação 
da ansiedade experimental, visto que a administração de inibidores da NOS na 
PAG induzem efeitos do tipo ansiolítico em ratos, no modelo experimental 
etológico do labirinto em cruz elevado (LCE) (Rodgers, 1996). Resultados 
similares foram obtidos por Volke et al. (1995, 1997) utilizando inibidores da 
NOS administrados sistemicamente nos modelos do LCE e da interação social, 
em ratos. Recentemente, Faria et al. (1997) e Faria (1998) demonstraram que 
a inibição aguda sistêmica de NOS diminui a ansiedade experimental em ratos 
avaliada no mesmo paradigma experimental. No entanto, resultados contrários 
foram obtidos por Quock e Nugyen (1992) ao demonstrarem que o tratamento 
sistêmico com inibidor da NOS (L-NOARG) bloqueava o efeito ansiolítico do 
clordiazepóxido em camundongos submetidos ao teste do LCE. Esse bloqueio 
era revertido pela administração i.c.v. de L-Arg, indicando que o NO poderia 
exercer um efeito ansiolítico e não ansiogênico, como proposto nos trabalhos 
citados anteriormente. Essa proposição estaria de acordo com os achados 
eletrofisiológicos de Lovick e Key (1996) que sugerem que o NO inibe a 
atividade neuronal na PAG. Essas aparentes contradições indicam que o papel 
do NO na modulação da ansiedade experimental em roedores deve ser melhor 
investigado. A existência do sistema NO-GMPc foi previamente estabelecida 
em diversos experimentos que mostram a correlação entre o aumento da 
síntese de NO e o acúmulo de GMPc (Knowles, et al., 1989; Southam e 
Garthwaite, 1993; Garthwaite, 1995; Lizasoain et al., 1995 ). Chiavegatto et al. 
(1998) demonstraram um aumento da atividade da NOS e acúmulo de GMPc 
na PAG, após exposição de ratos ao seu predador natural, o gato, sugerindo o 
envolvimento da via NO-GMPc em respostas de medo inato.
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NEUROCININAS
Histórico
Nos últimos anos demonstrou-se a existência de uma quantidade 
significativa de neuropeptídeos nos neurônios do SNC. Desde então tem sido 
discutido o provável papel dos neuropeptídeos como neurotransmissores. 
Snyder (1980) sugeriu a existência de mais de 200 neuropeptídeos ativos no 
SNC e, posteriomente, vários trabalhos foram confirmando esta suposição, 
bem como mostrando a importância dos neuropeptídeos em diversas funções 
fisiopatológicas (Myers, 1994; Hokfeit et al., 1987). Estas substâncias agem 
como neuromediadores e/ou moduladores, alterando a atividade elétrica e a 
permeabilidade iônica das células nervosas podendo ainda influenciar a 
secreção de hormônios, o metabolismo, a temrioregulação e a circulação, entre 
outros processos fisiológicos (Klavdieva, 1995). Os neuropeptídeos são 
encontrados em quantidades significativas nos terminais sinápticos do SNC e 
entre eles podemos citar a substância P (SP), a colecistocinina (CCK), a 
neurotensina, o neuropeptídeo Y (NPY) e a somatostatina (Stone, 1995). 
Muitos destes peptídeos coexistem com neurotransmissores clássicos como a 
Ach, a serotonina (5-HT), o ácido gama-aminobutírico (GABA) e a dopamina 
(DA), em diferentes regiões do SNC (Pemow, 1983; Chang, 1988; Smith et al.,
1994).
A SP (H-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH2) foi o 
primeiro neuropeptídeo a ser descoberto, sendo identificado por von Euler e 
Gaddum (1931) no cérebro e intestino de cavalos. Uma das explicações para a 
origem da denominação “substância P” vem das palavras “pó” ou 
“preparação”, visto que von Euler relatou ter usado uma preparação padrão na 
forma de pó seco, convenientemente abreviada por “P” (Otsuka e Yoshioka, 
1993). Nas décadas de 50 e 60 foram feitas várias tentativas de estudos com a 
SP, embora somente entre os anos 70-71 é que sua estrutura primária foi 
purificada, detemriinada (Chang e Leeman, 1970; Chang et al., 1971) e 
sintetizada (Tregear et al., 1971). A caracterização da SP, a partir de 
hipotálamo de bovinos, evidenciou que esse peptídeo pertence à família das 
taquicininas, que possui a mesma seqüência de aminoácidos no carbono (C) 
terminal: Phe-X-Gly-Leu-Met-NH2, onde X= resíduo aromático (fenilalanina -  
Phe - e treonina - Try) ou resíduo alifático hidrofóbico (valina -  Vai - e
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isoleucina - He; Erspamer, 1981).
Devido às similaridades farmacológicas entre a SP e a bradicinina, 
estudos comparativos destes compostos levaram à descoberta de atividades 
adicionais. O estudo das cininas favoreceu o estudo de substâncias 
biologicamente ativas da pele de anfíbios e moluscos, os quais juntamente com 
a SP, passaram a formar uma nova família de peptídeos, as taquicininas 
(Klavdieva, 1995). Atualmente vários grupos de pesquisadores agrupam os 
neuropeptídeos presentes em mamíferos sob a designação genérica de 
neurocininas (NKs), conforme acordo sugerido no encontro de Maidstone, USA 
e confirmado no Simpósio de Montreal (Regoli et al., 1994). Em 1983, quatro 
grupos de pesquisadores independentes (Kanawaga et al/, Kimura et al.; 
Maggio et al.] Schimada et al.) relataram a existência de outras NKs no SNC; a 
neurocinina A (NKA, substância A, neuromedina a) e a neurocinina B (NKB, 
neuromedina K). Tatemoto et al. (1985) isolaram a neurocinina K 
(neuropeptídeo K) e, em 1988, Kage et al. identificaram a neurocinina y 
(neuropeptídeo y)- As atividades agonísticas das NKs estão associadas ao 
domínio carboxi tenninal, descrito anteriomente, que é comum entre esses 
peptídeos (Mussap et al., 1993). O domínio amino temninal, por sua vez, 
confere seletividade aos diferentes tipos de receptores (para revisão ver Regoli 
et al., 1994; Otsuka e Yoshioka, 1993).
Síntese e inativação das neurocininas
Estudos de biologia molecular e análise seqüencial de DNA, revelaram 
que as NKs são sintetizadas a partir de dois genes distintos: o gene da PPT-I 
ou PPT-A (pré-protaquicininã A) e o gene da PPT-ll ou PPT-B (pré- 
prótaquicinina B), no corpo celular. A transcrição do gene da PPT-A produz três 
RN Am de NKs distintas (a, p e y-pré-prótaquicininas). A PPT-l-a origina a SP, 
enquanto a PPT-l-p origina a SP e a NKA, e ainda um análogo da NKA 
expandido na porção amino-terminal, o NPK. A PPT-l-y origina a SP, NKA, e 
ainda um análogo da NKA expandido na porção amino-terminal, o NPy (Nawa 
et a i, 1983, 1984; Kotani et al., 1986; Bonner et al., 1987; Krause et al., 1987; 
Maggio et al., 1988; Guard e Watson, 1991). A PPT-ll, por sua vez, codifica a
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informação para a síntese de uma proteína precursora da NKB (Doman et a i,
1993), conforme esquema abaixo;
TERMINAÇÃO
NERVOSA
SP SP NKA NKA NPK NP-y
NKB
RECEPTORES
PÓS-SINÁPTICOS
NKB
Figura 6 - Esquema de origem das neurocininas e seus precureores em
mamíferos (adaptado de Guard e Watson, 1991).
As NKs são armazenadas em grandes vesículas sinápticas (100 nm) 
localizadas na região axo-temiinal (Maggi et aL, 1993). A exocitose das NKs é 
cálcio-dependente (Otsuka e Yoshioka, 1993), independente do tipo de 
estímulo fisiopatológico. A SP é sintetizada em forma de precursor, onde as 
aminas do carbono terminal são derivadas de alfa-aminogrupos de resíduos do 
aminoácido glicina adjacentes e o processo de amidação ocorre em presença 
de peptidilgiicina alfa-amidase (monoxigenase) dependente de cobre 
(Marchand et al., 1990). As NKs, e partículamnente a SP, são substratos para 
várias enzimas proteolíticas. A endopeptidase SPDE (enzima de degradação 
da SP) hidrolisa especificamente ligações peptídicas intemas nas posições 7-8 
e 8-9, enquanto que a PPEP (endopeptidase pós-prolina) diva a SP e libera os 
fragmentos SP (3-11) e SP (5-11). As NEP (endopeptidase neutra) e ACE
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(enzima conversora de angiotensina) promovem a liberação do fragmento SP 
(1-7), com maior ação sobre o SNC. Essas enzimas, portanto, aumentam as 
ações da SP no SNC (para revisão ver Regoli et al., 1994). Os sítios de 
clivagem e as enzimas envolvidas no metabolismo das NKs estão 
demonstrados a seguir
DPAP CD NEP
▼ t
H.Argi-Pno2-Lys3-Pro^-Gln5-Gln6-Phe7-PheS-Gly9-Leii''0-Met^'-NH2
PPEP SPDE ACE
Figura 7 - Sítios de degradação da SP in vitro. DPAP (diepeptidii- 
aminopeptidase), PPEP (pró-prolina endopeptidase), CD (catepsina 
D), SPDE (enzima de degradação da SP), NEP (endopeptidase 
neutra) e ACE (enzima conversora de angiotensina). Adaptado de Regoli 
efa/. (1994).
Participação das neurocininas em processos fisiopatológicos
As NKs estão envolvidas em diversas funções biológicas, muitas das 
quais detemiinadas pela sua seqüência comum no carbono temninal (Muneka 
et al., 1987; Quartara et al., 1992) e mediadas por um ou mais dos três 
receptores conhecidos: NKi, NK2, NKj (Regoli et al., 1989). As NKs podem 
interagir com os três tipos de receptores, porém sua afinidade por cada um dos 
tipos difere: a SP é o agonista natural preferencial do receptor neurocinérgico 
do tipo NKi (Figura 8), a NKA do receptor NK2 e a NKB do receptor do tipo NK3
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(Maggi et al., 1993; Stables et a i, 1994; Culman e Unger, 1995; Patacchini e 
Maggi, 1995).
s
0
^  ^  —
exterior
*  - Aminoácidos conservados nos receptores NKi, NK2  e NK3
O - Aminoácidos alterados nos receptores NKi, NKz e NK3
Figura 8 - Representação esquemática do receptor NKi de rato (esquerda)
e humano (direita; adaptado de Regoli etal., 1994).
As NKs, interagindo cx)m esses três tipos de receptores, regulam 
inúmeros processos fisiopatológícos tais como transmissão dolorosa, 
vasodilatação, broncoconstriçâo, contração da musculatura lisa, ativação do 
sistema imunológico, inflamação neurogênica e respostas comportamentais 
(Pemow, 1983; Maggio et al., 1988; Nakanishi, 1991; Patacchini e Maggi.
1995).
Vários dos efeitos da SP, decorrentes de sua interação com os 
receptores NKi, estão relacionados à ativação de proteínas G, com 
conseqüente ativação de fosfolipase C, acúmulo de inositol trifosfato (IP3) e 
subsequente aumento de Ca^ citoplasmático.
A primeira atividade in vivo descrita para a SP foi demonstrada por von 
Euler e Gaddum (1931) ao reduzir a pressão arterial de coelhos, após sua 
administração sistêmica . Esse efeito hipotensor foi observado em várias
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espécies animais e também em humanos (para revisão ver Pernow, 1983), 
sendo atribuído à ativação de receptores NKi presentes no endotélio arterial 
(D'Orleans-Juste et aí., 1985). A SP promove também liberação de um agente 
relaxante da musculatura lisa (Zawadzki, et al., 1981), identificado como óxido 
nítrico (Cherry et al., 1982; Palmer et al., 1987), conforme mostrado na Figura 9 
abaixo.
Célula endotelial
r A
L-angínína
Músculo liso
Hetnoglobina
ODQ
Contração
C a * * ^  IP.
i N K -2 f^ ^
Figura 9 - Mecanismo de ação de receptores neurocinérgicos vasculares: 
NKi no endotélio e NK2 no músculo liso (adaptado de Regoli et al.,
1994).
A SP e demais NKs liberadas são potentes estimulantes da musculatura 
lisa vascular do intestino, vias aéreas, sistema urinário, útero entre outros 
órgãos; levando assim à uma variedade de efeitos periféricos como ativação da 
motilidade intestinal, broncoconstrição, contração da bexiga, do ureter, útero, 
entre outros (para revisão ver Maggi et al., 1987,1993); bem como ao estímulo 
secretório de várias glândulas, como as salivares e intestinais (para revisão ver 
Otsuka e Yoshioka, 1993). Uma vez liberadas, as NKs podem atuar modulando 
a liberação de outros transmissores, como a noradrenalina, a acetilcolina, a 
dopamina e a serotonina (Fosbraey et al., 1984; Zhou e Livett, 1990; Boix et al..
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1994; Brent et a!., 1994; Khan et al., 1995;) e muitos outros presentes na 
periferia e no SNC (Jessel, 1983; Iversen, 1986; Saphier et al., 1994).
Os outros tipos de receptores neurocinérgicos, NK2 e NK3, estão ainda 
envolvidos na atividade simpática no dueto deferente (Lee et al., 1982) e no 
plexo mioentérico (Laüfer et al., 1985), respectivamente. Os receptores NK2 
favorecem a liberação de noradrenalina e induzem a taquicardia, enquanto que 
os NK3 reduzem a frequência cardíaca por promoverem a liberação de 
acetilcolina (Regoli et al., 1988).
Neurocininas e sistema nervoso central
de Wied e van Ree (1989) sugeriram que as desordens psiquiátricas e 
neurológicas apresentam como fatores etiológicos alterações nos sistemas 
neuropeptidérgicos. Uma característica particular dos neuropeptídeos é a 
capacidade de exercerem ação direta sobre diferentes tipos de comportamento 
(Klavdieva, 1995). O mesmo parece ocorrer com as neurocininas, pois todas as 
NKs estão amplamente distribuídas no SNC e várias ações farmacológicas 
foram descritas para estes peptídeos (Itoi et al., 1988, 1992; Unger et al., 
1988). Estudos em animais têm demonstrado que as NKs modulam diversas 
funções no SNC, como a transmissão da dor, memória e secreções 
neuroendócrinas (dopamina, honnônios hipofisários, por exemplo; para revisão 
ver Otsuka e Yoshioka, 1993). O segundo mensageiro envolvido nesses 
processos centrais não está ainda bem definido, porém, de acordo com Guard 
e Watson (1991), as "NKs induzem a formação de IPano SNC, sendo esta ação 
mediada principalmente por receptores NKi ". Isso parece ocorrer no 
hipotálamo de ratos (Watson e Downes, 1983) e colículo superior de coelhos 
(Osborne e Ghazi, 1989), enquanto na medula espinhal de ratos este estímulo 
ocorre via receptores NK3 (Guard e Watson, 1991). As ações centrais 
mediadas pelas NKs merecem atenção especial no que diz respeito a 
estímulos sensoriais ao nível da medula espinhal, além da regulação centi'al do 
sistema cardiovascular (Regoli et al., 1994).
Em 1980, Oehme et al. observaram a influência modulatória dos 
neuropeptídeos na resposta fisiológica ao estresse. Alguns estudos mostraram 
que a agressão induzida por isolamento (Hall e Stewart, 1984) e o
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comportamento consumatório (De Caro et al., 1988) parecem envolver uma 
importante participação neurocinérgica, em roedores. Outros estudos têm 
sugerido o envolvimento da SP em processos de aprendizado e memória, tanto 
no desenvolvimento quanto no reforço dos mesmos (Huston e Stâubli, 1981; 
Huston et al., 1993; Hasenõhrl et al., 1994; Kovács e de Wied, 1994).
A administração central de SP ou de outros agonistas seletivos do 
receptor neurocinérgico do tipo NKi promove uma exacerbação na atividade 
locomotora, na atenção e nos comportamentos de auto-limpeza (Sakurada et 
al., 1989; Brent et al., 1994), além de um aumento na pressão arterial, na 
freqüência e débito cardíacos, atividades comportamentais e fisiológicas típicas 
da reação de defesa, em ratos conscientes (Unger et al., 1988; Tschõpe et al., 
1992; Culman e Unger, 1995). Também em cobaias foi observada uma 
hiperatividade locomotora, além de comportamentos do tipo “wet-dog shaking” 
(‘sacudir de cachorro molhado’), após a administração intracerebroventricular 
(i.c.v.) de agonistas seletivos NKi (Piot et al., 1995). Agonistas seletivos de 
NKi produzem ainda respostas comportamentais nociceptivas, incluindo 
comportamentos compulsivos de coçar, morder e lamber os membros 
posteriores ou o abdômen e o tórax, em ratos e camundongos, quando 
administrados i.c.v. ou na substância negra (Laneuville et al., 1988; Ravard et 
al., 1994; StoessI et al., 1995). A ativação de receptores neurocinérgicos NKi 
centrais pode promover também um bater repetitivo das patas posteriores 
(Bristow e Young, 1994). Zemig et al. (1992; 1993) observaram ainda que a 
administração periférica de CP-96345 e RP 67580, antagonistas seletivos NKi, 
reduz a atividade locomotora, provavelmente devido à sedação, no teste da 
caixa claro-escuro. Assim, face à importância das NKs na regulação de 
diversas funções vitais, o desenvolvimento de antagonistas dos receptores 
neurocinérgicos pode ser útil para o ti-atamento de distúrbios psiquiátricos 
como esquizofrenia e ansiedade (Otsuka e Yoshioka, 1993; Longmore et al.,
1995), além de outras doenças humanas, tais como dor, artiite, asma, emese 
(Maggi etal., 1993; Regoli etal., 1994).
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Localização da substância P no sistema nervoso central
As NKs estão amplamente distribuídas no SNC. A SP. em particular, 
parece ser um neurotransmissor bastante comum no SNC (Cuello e Kanazawa, 
1978). Segundo 0 ’Donohue et al. (1990), áreas que apresentam sítios de 
ligação para SP, principalmente, o núcleo central da amígdala, os corpos 
mamilares, o núcleo interpeduncular, os colículos superiores, a PAG, o núcleo 
do trato solitário e o corno dorsal da medula espinhal. Foram ainda detectados 
sítios de ligação específicos para SP no núcleo accumbens, estriado, núcleo 
periventricular do tálamo, habênula lateral, núcleo inferior de oliva, como 
ventral e núcleo central da medula espinhal. Terminações nervosas contendo 
altas concentrações de SP estão presentes ainda em núcleos sensoriais, além 
de outros não sensoriais, como tálamo, hipotálamo e sistema extrapiramidal. 
Hõkfeit et al. (1974), utilizando a técnica de imunofluorescência, demonstrou a 
existência de fibras ricas em SP no núcleo do trato espinhal do nervo trigêmio, 
na PAG, no núcleo interpeduncular, no núcleo mediai da amígdala e na área 
mediai pré-óptica. Regiões cerebrais implicadas em reações de defesa e 
ansiedade, como o hipotálamo, amígdala, hipocampo e PAG (Cuello e 
Kanazawa, 1978; Shaikh and Siegel, 1994) expressam densidades 
significantes de receptores para NKs, além de fibras nervosas e corpos 
celulares imunorreativos à SP (para revisão ver Otsuka e Yoshioka, 1993). Nas 
figuras 10 e 11 mostramos em representações esquemáticas os sítios de 
ligação da SP no SNC de ratos (0'Donohoue et a/.,1990).
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Figura 10 - Representações esquemáticas de cortes frontais (nos níveis que vão de A 
12.1 até A 3.8) do SNC de ratos, arranjadas no sentido rostro-caudai, ilustrando a 
distribuição dos sítios de ligação da SP. A densidade relativa dos sítios de ligação é 
representada de acordo com uma escala que varia do cinza escuro (++++/+++), cinza (++) 
e cinza claro (+) correspondendo as áreas de maior até aquelas de menor concentração 
de receptores para SP (retirado de 0 ’Donohoue ef a/., 1990).
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Figura 11 - Representações esquemáticas de cortes frontais (nos níveis que vão de A 1.3 até 
P 7.4) do SNC de ratos, arranjadas no sentido rostro-caudal, ilustrando a distribuição 
dos sítios de ligação da SP. A densidade relativa dos sítios de ligação é 
representada de acordo com uma escala que varia do cinza escuro (++++/+++), cinza 
(++) e cinza claro (■••),correspondendo as áreas de maior até aquelas de menor 
concentração de receptores para SP (retirado de 0 ’Donohoue etaÊ., 1990).
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Lista de abreviações referentes as figuras 10 e 11
A- Núcleo accumbens 
AA - Área anterior da amígdala 
AB- Núcleo basolateral da 
amígdala
AC - Núcleo central amigdalóide 
ACO - Núcleo cortical 
amigdalóide
ALA - Porção antero-lateral do
núcleo amigdalóide
ALP - Porção postero-lateral do
núcleo amigdalóide
AM - Núcleo mediai amigdalóide
BCL - Colículo inferior
CA -Comissura anterior
CAI - Cápsula interna
CCA - Corpo caloso
CGM - Núcleo geniculado
mediai
Cl - Córtex cingulado
CM - Núcleo centro mediai do
tálamo
CO - Quiasma óptico 
CP - Caudado-putamen 
CP - Comissura posterior 
CT - Núcleo trapezóide 
DCGL - Núcleo geniculado 
lateral dorsal
EP - Núcleo endopeduncular 
F- Fómix
FH - Fímbria hipocampal
FMT - Núcleo mamilar talâmico
GP - Globo Pálido
GR - Núcleo grádl
HIA - Hipocampo (porção
anterior)
H L '  Núcleo lateral da habênula 
HM - Núcleo mediai da habênula 
IC - Núcleo intersticial de Cajal 
IP - Núcleo interpeduncular 
LC -Locus coeruleus 
LG ' Camada glomerular do 
bulbo olfativo
LGI - Camada granular do bulbo 
olfativo
LL - Lemnisco lateral 
LLV - Núcleo do lemnisco lateral 
LM - Núcleo do lemnisco mediai 
LMIO - Camada medular do 
bulbo olfativo
LMO - Camada molecular do
bulbo olfativo
MFB- Núcleo mediai
prosencefálico
N-lll - Núcleo do nen/o
oculomotor
N-X - Núcleo do nen/o vago 
N-XII - Núcleo do nervo 
hipoglosso
NCO - Núcleo comissural 
NCS - Núcleo central superior 
NHP - Núcleo hipotalâmico 
posterior
NiST - Núcleo intersticial da 
estria temiinal
NPMD - Núcleo préHnamilar 
dorsal
NPMV - Núcleo pré-mamilar 
ventral
NPV - Núcleo paraventricular 
hipotalâmico
NRD - Núcleo reticular pontino 
(dorsal)
NRV - Núcleo reticular pontino 
(ventral)
NT-V-Núcleo espinhal 
(trigêmio)
NT' Vd - Núcleo espinhal 
dorsomedial
NTD - Núdeo tegmental dorsal 
NTDL - Núcleo tegmental lateral 
dorsal
NTM - Núcleo do trato 
mesencefálico
NTS - Núcleo do trato solitário 
NTV - Núcleo tegmental ventral 
OA - Núcleo olfativo anterior 
OAD - Núcleo olfativo anterior 
(dorsal)
OAE - Camada externa do 
núcleo olfativo anterior 
OAL - Núcleo olfativo anterior 
(lateral)
OAM - Núcleo olfativo anterior 
(mediai)
OC - Trato olivar cerebelar
01 - Núcleo olivar 
OPE - Núcleo pré-olivar superior 
OSP - Núcleo olivar superior 
P - Tracto corticoespinhal
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Continuação da lista de abreviações referentes as figuras 10 e 11
PCS - Pedúnculo cerebelar 
superior
PF - Núcleo parafascicular
PH - Núcleo do hipoglosso
PI - Córtex piriforme
POL - Núcleo pré-óptico lateral
POM - Núdeo pré-óptico mediai
POS - Núcleo pré-óptico
supraquiasmático
PV - Núcleo paraventricular do
tálamo
RPOC - Núcleo reticular pontino 
SGS - Colículo superior 
SL - Núcleo do septo lateral 
SM - Estría medular do tálamo 
SO - Colículo superior (estrato 
óptico)
SR - sulco etorrinal
ST - Estria terminal
TAD - Núcleo anterior do tálamo
dorsal
TAM • Núcleo antero mediai do 
tálamo
TAV - Núcleo antero-ventral do
tálamo
TD - Núcleo da banda diagonal 
de broca
TL - Núcleo lateral do tálamo 
TM - Núcleo mediai do tálamo 
TLP - Núcleo posterior do 
tálamo
TMV - Núcleo ventro mediai do 
tálamo
TO - Trato óptico
TOL - Trato olfativo lateral
TPM - Núcleo postero-medial do
tálamo
TR - Núcleo reticular do tálamo 
TS-V - Núcleo espinhal do 
trigêmio
TU - Tubérculo olfativo 
TV - Núcleo ventral do tálamo 
VCGL - Núcleo geniculado 
lateral ventral
VM - Núcleo motor do trigêmio 
VS - Núcleo sensorial do 
trigêmio
VSP - Núcleo vestibular espinhal
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Neurocinínas e ansiedade
A SP, agonista natural e preferencial dos receptores NKi, induz reações 
cardiovasculares de defesa em ratos (Unger et a i, 1988; Tschõpe ef aí., 1992; 
Culman e Unger, 1995) e apresenta efeitos pró-aversivos quando microinjetada na 
dPAG (Aguiar e Brandão, 1996). Fehder et al. (1997), após verificarem um 
aumento dos níveis sangüíneos de SP em resposta à ansiedade psicológica em 
humanos, propuseram que a SP serviria como um mediador nas reações 
imunológicas produzidas pelo estresse. Outros estudos demonstraram que a SP 
está diretamente envolvida na modulação das reações de estresse e defesa no 
sistema límbico, em ratos (Brodin etal., 1994) e gatos (Shaikh et a!., 1993).
Estudos prévios demonstraram que a ansiedade experimental pode ser 
modulada pela manipulação de mecanismos centrais que envolvem receptores 
neurocinérgicos NKi, NK2 e NK3. A administração i.p. de um antagonista do 
receptor NKi, CP 96345, em camundongos, promove um aumento tanto na 
latência para a entrada dos animais no compartimento escuro da caixa claro- 
escuro como no tempo despendido no compartimento claro, sugerindo uma ação 
do tipo ansiolítica para esse composto (Zemig et al., 1992; 1993). Teixeira et al. 
(1996) demonstraram que a estimulação dos receptores NKi e NK2 promove um 
efeito do tipo ansiogênico, em camundongos avaliados no LCE. O bloqueio 
seletivo dos receptores NKi pelo FK-888, em contrapartida, produz um efeito 
contrário, isto é, uma ação do tipo ansiolítica no mesmo modelo experimental 
(Teixeira et al., 1996). Outro antagonista de receptores NKi, o CGP 49823, 
apresentou um efeito do tipo ansiolítico no teste de interação social em ratos (File, 
1997), reforçando a hipótese de que a SP desempenha papel modulatório nos 
estados de ansiedade experimental.
A administração sistêmica (subcutânea) ou central (núcleo dorsal da rafe) 
de antagonistas de receptores NK2 (GR 100679, SR 48969, GR 159897), reduz os 
comportamentos relacionados à ansiedade em diferentes modelos animais (teste 
de interação social, caixa daro-escuro, LCE) e espécies animais (camundongos, 
ratos e primatas; Stratton et al., 1993, 1994; Bernatzky e Saria, 1995). A
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administração central de agonistas (NKA e p-Ala®-NKA) e do antagonista (SR 
48968) seletivos de receptores NK2, resulta em efeitos do tipo ansiogênico e 
ansiolítico, respectivamente, no LCE, em camundongos (Teixeira et a i, 1996). A 
estimulação de receptores NKi e NKz, portanto, promove efeitos do tipo 
ansiogênico, enquanto que seu bloqueio exerce efeito contrário, isto é, do tipo 
ansiolítico.
Estudos preliminares mostraram que o senktide, um agonista seletivo NK3 
(Wõrmser et aí., 1986), produz um aumento dose-dependente na freqüência de 
entradas e no tempo de permanência nos braços abertos, característico de uma 
ação do tipo ansiolítica (Teixeira, 1995; Teixeira et al„ 1995). Estes dados foram 
confirmados posteriormente mostrando a participação de receptores 
neurocinérgicos NKs na modulação da ansiedade em camundongos avaliados no 
LCE, bem como a interação entre os sistemas neurocinérgico e opióide nesta 
modulação (Ribeiro, 1998; Ribeiro ef a/., 1998).
NEUROCINiNAS E ÓXIDO NÍTRICO
Em vários sistemas periféricos e centrais o NO parece mediar alguns 
efeitos da SP (Mancuso et a i, 1994; Ziche et al., 1994; Goetti e Larson, 1996; 
Sakurada et al., 1996; Hõizer, 1997), além de regular a liberação de SP em 
algumas preparações (Kamisaki et a i, 1995; Inoue etal., 1997).
Entre as diversas evidências encontradas na literatura a esse respeito, dois 
grupos (Nguyen et a i e Ralevic et al.), em 1985, atribuíram o aumento da 
permeabilidade da microvasculatura venular mesentéríca perfundida e da 
microvasculatura da pele, induzidas pela SP, como resultado do aumento da 
produção de NO. Eutamene et al. (1995) mostraram que a hipersecreção colônica 
induzida pela Interleucina IL-ip in vivo envolve a ativação em cascata de 
receptores NKi e NK2, sugerindo a liberação de SP e NKA, conseqüente à 
liberação de NO. A ação da SP em receptores NKi de células endoteliais induz a 
liberação de NO que se difunde para o lúmen e, consequentemente, ativa GC 
levando ao relaxamento musculatura lisa vascular (Regoli et al., 1994). Outros
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estudos mostram que taxas fisiológicas de NO modulam a angiogênese induzida 
por agentes vasoativos como a SP, por mecanismo de ativação autócrinos e 
parácrinos (Ziche et ai., 1994). O metabólito N-terminal da SP, em áreas 
periféricas e na medula espinhal, parece modular múltiplos tipos de nocicepção 
com respostas hiperalgésicas persistentes, envolvendo o NO (Goettl e Larson, 
1996). Inoue et al. (1997) mostraram ainda que células da medula espinhal dorsal 
facilitam a despolarização induzida por 5-HT, evocando a liberação de SP via 
receptores õ-HTs acoplados à via NO / GMPc. Holzer (1997) propôs que a SP 
pode inibir o peristaltismo intestinal via estimulação dos receptores NKi, sendo 
que este efeito envolve vias motoras inibitórias que utilizam o NO como 
transmissor, uma vez que é bloqueado pelo pré-tratamento com inibidores da 
NOS.
Em relação ao SNC, Mancuso et al. (1994), utilizando a L-NAME, um 
inibidor da NOS, observaram uma redução nos efeitos da SP sobre a atividade 
locomotora e a ingesta alimentar de ratos, sugerindo assim que níveis endógenos 
de NO modulam os efeitos da SP. Kamisaki et al. (1995) demonstraram que 
possivelmente ocon-e uma interação entre tenninais contendo glutamato e SP, 
sendo que o NO participa diretamente regulando a transmissão sináptica de fibras 
contendo SP. Esta ativação seria mediada pela ativação de GC, aumentando os 
níveis de GMPc.
Assim, a SP e o NO parecem estar relacionados na modulação de vários 
efeitos em diferentes modelos in vivo e in vitro. A SP promove uma ação do tipo 
ansiogênica em animais e os inibidores de NO parecem produzir efeitos 
contrários. Isto é, ansiolíticos, o que sugere portanto, um perfil de atividade similar 
para a SP e o NO, sendo possível que o efeito “ansiogênico” observado com a SP 
seja modulado pelo NO e a partir dessa hipótese propusemos o trabalho aqui 
apresentado.
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2 -OBJETIVOS
O objetivo do presente estudo foi investigar o possível envolvimento do 
óxido nítrico no efeito ansiogênico da substância P (SP), em camundongos 
avaliados no teste do labirinto em cruz elevado. Para que o objetivo final fosse 
atingido, tornou-se necessário estabelecer alguns objetivos específicos como:
- Caracterizar a ação do óxido nítrico no mesmo paradigma 
experimental, estudando o efeito dose-resposta de:
• inibidores da NOS, como a L-NOARG, L-NAME e 7-NI, seletivo
para a NOSn;
• doador de NO, como o SNAP, e o NAP, sua molécula
precursora.
- Analisar, através de técnicas bioquímicas a atividade dos inibidores de 
NOS in vitro.
Na verificação da participação do óxido nítrico no efeito do tipo 
ansiogênico da substância P foi necessário pré-tratar animais com:
• inibidores da NOS, como a L-NOARG, L-NAME e 7-NI;
• doador de NO, o SNAP e sua molécula precursora, o NAP;
• análogo da GMPc, 8-Br-GMPc;
• inibidor inespecífico da fosfodiesterase, IBMX.
Foi ainda investigada uma possível relação entre a SP e a ativação de 
NOS, em ensaios bioquímicos ex vivo.
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3 - MATERIAIS E MÉTODOS 
ANIMAIS
Foram utilizados 584 camundongos albinos Suiços pesando entre 25-30 
g. Foram usados animais machos (3,0 meses de idade), nos experimentos cx)m 
pré-tratamento por via intraperitoneal (i.p.), e fêmeas (2,5 meses de idade), nos 
experimentos empregando a via intracerebroventricular (i.c.v.). Os animais 
foram criados no Biotério Central e mantidos, após o desmame, no Biotério 
Setorial da Coordenadoria Especial de Fannacologia, Centro de Ciências 
Biológicas da Universidade Federal de Santa Catarina. A temperatura 
ambiente, 22 ± 2°C, e o ciclo de luz claro/escuro de 12 h (luz das 7:00 às 19:00 
h), foram controlados automaticamente. Os animais tiveram livre acesso à 
água e à ração, exceto durante a realização dos experimentos. Os grupos 
controle e experimentais (n= 6 -1 O/grupo) foram escolhidos aleatóriamente, 
sendo que cada animal foi utilizado somente uma vez.
DROGAS E SOLUÇÕES
Foram utilizadas as seguintes drogas:
• 8-Bromoguanosina-3’:5’-monofosfato ciclico monossódico (8-Br- 
GMPc), análogo do GMPc (Ignan-o et a i, 1974; Buchan et a i, 1991), 
adquirido da Research Biochemical International, RBI (Natick, MA, USA);
• 3-isobutll-1-metiixantlna (IBMX), inibidor inespecífico de fosfodiesterase 
(Beavo et a i, 1970; Montague, 1971), Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, 
EUA), gentilmente doado pelo Dr. Antonio José Lapa (Farmacologia, Escola 
Paulista de Medicina/UNIFESP);
• N-acetil-DL-penIcilamina (NAP), molécula precursora do SNAP (Gross et 
a i, 1994), adquirido da Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, EUA), 
gentilmente doado pelo Dr. Jamil Assreuy Filho (Fannacologia, UFSC);
• N^-nitro-L-arginina (L-NOARG), inibidor reversível das óxido nítrico 
sintases (Ishii et a/., 1990; Mulsh et a/., 1990; Dwyer et a/., 1991.), adquirido 
da Research Biochemicals Intemational, RBI (Natick. MA, USA);
• N°-nitro-L-arginlna-metil éster (L-NAME), inibidor irreversível das óxido 
nítrico sintases (Crossin, 1991; Gray et a i, 1991; Beisivi et a i, 1991),
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adquirido da Research Biochemical Internationai, RBI (Natíck, MA, USA);
• 7-nitroindazol (7-NI), inibidor da óxido nítrico sintase neuronal (Garthwaite 
et a i, 1991; Babbedge et a i, 1993; Moore et a i, 1993), adquirido da Sigma 
Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA);
• S-nitroso-N-acetil-DL-penicilamina (SNAP), doador de óxido nítrico 
(Howaluk et ai., 1990; Bauer et a i, 1991; Southam et al., 1991), sintetizado 
(método de Field et al., 1978) e gentilmente doado pelo Dr. Jamil Assreuy 
Filho (Farmacologia, UFSC);
• Substância P (SP), ligante natural seletivo para o receptor neurocinérgico 
NKi (Chang, M. et al., 1971), adquirido da Sigma Chemical Co. (St. Louis, 
MO, EUA.);
O agonista NKi, SP, foi preparado como solução estoque (1 mM) em 
solução fosfato tamponada, PBS (“phosphate-buffered solution”); NaCI 137 
mM, KCI 1,17 mM e tampão fosfato 10 mM (Sigma Co.), estocado a -20°C em 
tubos de Eppendorf siliconizados. A SP foi diluída em PBS (pH=7,4), nas 
concentrações adequadas, na hora do uso.
As diversas drogas que influenciam a formação de NO (inibidores de 
NOS e doadores de NO), exceto o 7-NI, foram preparadas em PBS, nas 
concentrações adequadas, na hora do uso. O 7-NI foi preparado como solução 
estoque (125 nmol) em mistura de 20 ,^1 de DMSO, 1 i^l de NaOH 5M, 15,9 1^ 
de Tween e PBS q.s.p. 100 i^l e estocado em câmara fria em tubos de 
Eppendorf. O 7-NI foi diluído em PBS (pH=7,4), nas concentrações adequadas, 
na hora do uso. O 8-Br-GMPc, um análogo estável do GMPc e o IBMX, um 
inibidor inespecífico de fosfodiesterase, foram preparados em PBS e PBS + 
0,2% de etanol absoluto, respectivamente nas concentrações estabelecidas na 
hora do uso. A solução controle de cada droga foi a mesma mistura que 
constituiu seu veículo, sendo estocada de forma semelhante.
PROCEDIMENTOS GERAIS
A administração intracerebroventricular (i.c.v.) das diversas drogas foi 
realizada empregando-se a técnica “free hand”, desenvolvida por Haley e 
McCormick (1957) e modificada por Laursen e Belknap (1986). Cada animal foi
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anestesiado superficialmente com éter e a seringa foi posicionada em plano 
inclinado (45°) ao crânio, com o bisel da agulha voltado para a cauda do 
animal. Uma linha imaginária foi traçada rostralmente às orelhas do animal e a 
agulha foi introduzida 3,5 mm no sentido dorso-ventral e aproximadamente 2 
mm lateral à linha mediana. A injeção foi realizada com o auxílio de uma 
micro-seringa Hamilton 701 N (10 nl), conectada a um tubo de polietileno (PE 
20 STWL; Plastics One Inc., Virginia, USA) de aproximadamente 12 cm de 
comprimento. Na extremidade final do polietileno foi conectada uma agulha de 
insulina (13 x 4; 80/100; Becton Dickinson Ind. Cirúrgicas Ltda., Curitiba,
Paraná). As seguintes drogas foram injetadas por via i.c.v. (2 i^l), nas 
concentrações indicadas abaixo:
• 8-Br-GMP: 2,0 e 20 nmol;
• IBMX: 0,2 e 2,0 nmol;
• L-NAME: 0,3; 1,0; 3,0; 10; 30 e 100 nmol;
• NAP: 0,02; 0,2; 2,0 e 20 pmol;
• 7-NI: 0,025; 0,1; 0,25; 2,5 e 25 nmol;
• SNAP: 0,02; 0,2; 2,0 e 20 pmol;
• SP: 10 pmol
A administração de L-NOARG (2,0; 20 e 200 nmol) foi procedida pela via 
intraperitoneal (i.p. - 0,1 ml/10 g de peso), 30 min antes da administração 
central de SP. O L-NAME e o 7-NI, o SNAP e o NAP foram administrados 15 e
30 min antes da injeção i.c.v. de SP no ventrículo contralateral, 
respectivamente. O IBMX e o 8-Br-GMPc foram administrados i.c.v. 10 min 
antes da injeção i.c.v. de SP no ventrículo contralateral, respectivamente. A SP 
foi injetada na dose de 10 pmol, previamente detenninada em nosso 
laboratório, como uma dose que promove um efeito ansiogênico no paradigma 
experimental utilizado em camundongos (Teixeira, 1995; Teixeira et ai, 1996). 
O grupo controle foi tratado com solução salina (i.p.) ou PBS (i.c.v.), nas 
mesmas condições e volume que os grupos experimentais. Os pré-tratamentos 
foram realizados como mostra o esquema abaixo:
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ESQUEMA 1 -  Procedimento experimental
cam  u n d o n g o s
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C â m a ra  saturada Injeção i.p.
com éter etílico NaCI 0,9 %
L -N O A R G
Injeção i.c.v./ lado direito 
PBS, L -N A M E ,
7-NI,  S N A P ,  NAP
8 -B r-G M P c ,  IBMX
C â m a ra  saturada com éter etílico
Injeção i .c .v . / lado esquerdo (SP 10 pmol)
Labirinto em cruz elevado (LCE, 5 min)
Cam po-aberto  (5 min)
Assim, após a injeção i.c.v. e a recuperação do reflexo postural, os 
animais foram avaliados no labirinto em cruz elevado (LCE), seguido pelo 
campo-aberto. Imediatamente após o ténnino das observações 
comportamentais, no caso dos camundongos fêmeas, foi feita a coleta da 
secreção vaginal em solução salina (NaCI 0,9%) e a leitura do material foi 
realizada em microscopia óptica comum sendo a fase do ciclo estral 
determinada (Hoar, 1975). Os animais cuja fase do ciclo estral diferenciou do 
estágio de diestro (D1 e D2) foram desconsiderados na análise dos resultados 
finais comportamentais. A seguir, os animais foram sacrificados, por 
deslocamento cervical, e a localização conreta da injeção i.c.v. foi verificada
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visualmente a fresco em cada animal. Os animais que apresentaram sinais de 
hemon-agia e/ou localização duvidosa/incorreta da injeção foram descartados 
das análises posteriores.
Labirinto em cruz elevado (“pius-maze”)
Dentre os diversos modelos experimentais de ansiedade, o labirinto em 
cruz elevado (LCE) é um dos modelos mais utilizados atualmente nas 
investigações dos substratos neuronais da ansiedade e nos estudos sobre os 
mecanismos de ação de drogas que atuam nesse distúrbio. Este modelo foi 
primeiramente empregado por Handiey e Mithani (1984) que observaram que 
ratos colocados no centro do LCE demonstravam clara preferência pela 
exploração dos braços fechados, como já havia sido descrito por Montgomery 
(1955) usando um labirinto em forma de “Y”. Esta preferência foi atribuída ao 
conflito gerado nos animais entre seus impulsos exploratórios e aqueles de 
medo. Os impulsos exploratórios seriam evocados com a mesma intensidade 
nos braços fechados e abertos do labirinto, enquanto que os de medo seriam 
mais intensos nos braços abertos. Assim, a exposição dos animais a situações 
ameaçadoras, como altura e espaços abertos, que na natureza representam 
situações de potencial risco à predação, explicaria o maior medo pela 
exploração nos braços abertos, sendo que a ausência de proteção lateral (e 
não a altura dos braços abertos), impedindo a tigmotaxia, parece ser o fator 
mais importante para geração do medo (Treit et a i, 1993). O LCE é um modelo 
validado comportamentalmente, fisiológica e farmacologicamente, tendo sido 
observadas respostas comportamentais e fisiológicas indicativas de medo, 
como imobilidade, defecação e elevação nos níveis plasmáticos de 
corticosterona pelo confinamento dos animais nos seus braços abertos. Além 
disso, está bem estabelecido que drogas ansiolíticas aumentam o número de 
entradas e o tempo de permanência nos braços abertos, enquanto que drogas 
ansíogênicas promovem o Inverso (Pellow et a i, 1985). Face ao que foi 
discutido, aliado a reprodutibilidade desse paradigma e à facilidade de 
aquisição de dados para o estudo da ansiedade, escolhemos esse modelo 
experimental para atingir nossos objetivos de investigar a participação do NO 
no efeito ansiogênico da SP em camundongos.
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O LCE foi baseado no modelo proposto, em ratos, por Pellow et a i 
(1985) e validado por Lister (1990) para camundongos e consiste de dois 
braços abertos (30 x 5 cm) e dois braços fechados (30 x 5 x 15 cm) opostos, 
em forma de cruz grega, elevados a 45 cm do nível do chão. Os braços abertos 
apresentam uma barra lateral de 0,25 cm como proteção, evitando a queda dos 
animais. Os braços abertos e fechados estão conectados por uma platafonna 
central (5x5 cm). A plataforma e as paredes laterais foram confeccionadas em 
acrílico transparente e o chão em acrílico preto.
O LCE encontrava-se numa sala iluminada com luz vermelha de 15 w, e 
a temperatura foi mantida em 22 ± 2°C. Imediatamente após a recuperação do 
reflexo postural, cada animal foi colocado, individualmente, no LCE com sua 
face voltada para um dos braços fechados e seu comportamento avaliado 
durante 5 min.
Os parâmetros comportamentais avaliados neste teste foram o número 
de entradas e o tempo de permanência nos braços abertos e fechados do 
equipamento. Como medida de locomoção foi obtida a freqüência total de 
entradas nos braços fechados. O número total de entradas foi obtido pela soma 
do número de entradas nos braços abertos e fechados. Segundo Rodgers et al. 
(1995), a entrada em um dos braços deve ser considerada quando o animal 
coloca as quatro patas dentro do respectivo braço. Para análise estatística dos 
dados e confecção dos gráficos o percentual de entradas foi calculado 
dividindo-se o número de entradas nos braços abertos pelo número total de 
entradas e este índice multiplicado por 100 ([A/A + F] x 100). O percentual de 
tempo foi calculado de maneira semelhante: o tempo gasto nos braços abertos 
foi dividido pela somatória do tempo de pennanência em ambos os braços e o 
quociente obtido foi multiplicado por 100 ([rA/TA + TF] x 100) (Handiey e 
Mithani, 1984; Pellow et al., 1985; Lister, 1987; Treit et al., 1993; Cruz et al., 
1994). Foram também registrados no labirinto em cruz medidas de avaliação 
etológica como o número de imersões de cabeça (“head-dippings”) e 
estíramentos (“stretch attend postures”), que são medidas do comportamento 
de avaliação de risco (“risk assessment”) (Rodgers e Cole, 1994) e o número 
de bolos fecais, como índice de emocionalidade (Hall, 1934; Archer, 1973), 
associado ou não à locomoção.
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Os experimentos foram todos realizados entre às 08:00 e 13:00 h. 
Antecedendo aos experimentos, os animais foram ambientalizados às 
cx)ndições experimentais em uma ante-sala do laboratório por um período de, 
no mínimo, 1h antes do início dos experimentos.
Campo-aberto (“open-field”)
Após a exposição ao LCE cada animal foi colocado, individualmente, no 
centro de um campo aberto confeccionado em acrílico (paredes transparentes 
e chão preto, 30 x 30 x 15 cm) para avaliar a atividade exploratória dos 
animais: movimentação espontânea dos animais (número de cruzamentos, 
com as quatro patas, entre as divisões do campo), o número de 
comportamentos de auto-limpeza (“grooming”), de levantar (“rearing”) e a sua 
defecação, parâmetros estes registrados durante um período de 5 min.
Inibição da atividade da óxido nítrico sintase neuronai in vitro e ex vivo
A determinação da atividade da NOS {in vitro e ex vivo) baseia-se na 
conversão de [^ H] L-arginina em [^ H] L-citrulina pela NOS, descrito por Bredt e 
Snyder (1990) e Knowles et al. (1990), modificado por Wolff e Dato (1992).
A inibição da atividade da NOSn pelas soluções de 7-NI (0,025; 0,25; 
2,5; 25 e 125 nmol), in vitro, foi detenninada pelo método indireto da L-arginina. 
O meio de reação consiste de uma mistura de KH2PO4 100 mM; MgCb 2,4 mM; 
CaCl2 0,5 mM; L-valina 120 mM; L-citrulina 2,4 mM e água. Ao meio de reação 
foi acrescido: DTT (DL-ditiotreitol) 2mM; FAD (adenina dinucleotídeo de flavina) 
8 nM; FMN (adenina mononucleotídeo de flavina) 8 jíM; TBH4 
(tetrahidrobiopterina) 20 i^M; NADPH (dinucleotídeo fosfato de nicotinamida 
adenina, forma reduzida) 240 i^M e L-Arg 5 i^M. Em seguida adicionou-se [^ H]L- 
Arg. Uma vez preparado o meio de reação final, foi acrescida NOSn extraída 
de membranas do córtex cerebral de camundongos e concentrações 
crescentes da solução de 7-NI. Após uma hora a reação foi interrompida com a 
adição de uma resina de troca iônica AG-50X8 [10 g/100 ml em MES (ácido
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morfoiino etano sulfônic») 20 mM, pH = 5,5 e EDTA (ácido etileno diamino tetra 
acético) 2 mM]. A mistura foi mantida sob agitação por 30 min, seguida de 
repouso para decantação da resina e foi centrifugada durante 5 min em alta 
rotação (Centrimicro / modelo 212 - Fanem). Alíquotas (200 ,^1) do 
sobrenadante contendo [^ H]L-citrulina acrescidas de 1000 1^ de líquido de 
cintilação e submetidos à análise em cintilador líquido (1600 TR / Tri-Card / 
Packard).
Para os ensaios ex vivo, os cérebros de animais tratados i.c.v. com SP 
(10 pmol; 2 i^l) ou PBS (2 1^) foram rapidamente retirados, após sua 
decapitação com guilhotina, divididos em hemisférios esquerdo e direito, 
pesados e conservados a -70°C. No dia da determinação da atividade da 
NOSn as amostras foram homogeinizadas (homogeninizador Branson, modelo 
2210) em 5 volumes de tampão TRIS (pH=7,0 com HCI) a 4°C, acrescidos de 
EDTA 1 mM, DDT 1 mM, sacarose 30 mM e um inibidor de tripsina 10 ^g/ml. 
Em seguida foram centrifugadas a 10000 x g, durantelO min e o sobrenadante, 
contendo as membranas cerebrais, foi utilizado no ensaio. As amostras foram 
acrescidas de tampão de reação contendo: KH2PO4 (50 mM); MgCla (1,2 mM); 
CaCl2 (0,25 mM); L-valina (60 mM); L-citrulina (1,2 mM); L-arginina (5 ^M); 
DDT (1 mM); FAD (4 ^M); FMN (4 ^M); TBH4 (10 pM) e NADPH (120 i^M), 
pH=7,2 com HCI. Em seguida foi adicionada 100 i^l [^H]-L-arginina 1 |iM. Cada 
amostra foi dividida em três alíquotas; a primeira; a segunda foi acrescida de 
EGTA (ImM) e a terceira de EGTA + L-NAME (ImM). As alíquotas foram então 
incubadas durante 1 h em temperatura ambiente. A reação foi interrompida 
com a adição de uma resina de troca iônica AG-50X8. A mistura foi mantida 
sob agitação por 30 min, seguida de repouso para decantação da resina. As 
alíquotas do sobrenadante foram acrescidas de fluído de cintilação Triton X- 
100 e tolueno (fluído de cintilação normal) e utilizadas para análise de 
cintilação líquida. O conteúdo de proteínas foi determinado pelo método de 
Wiener no fotocolorímetro Cobas Mira (modelo 26-4919) e a atividade da NOS 
foi expressa em pmoles de L-citrulina produzidos por minuto e por mg de 
proteínas.
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ANÁLISE ESTATÍSTICA
Para as análises estatísticas foi utilizado o programa Graphpad INSTAT 
versão 2.05a (1990-1994). As cximparações estatísticas foram realizadas pela 
análise de varíáncia univariada (ANOVA) seguida dos testes de Dunnett 
(curvas dose-resposta), Newman-Keuls (comparações entre diferentes 
tratamentos), confonne indicado na legenda das figuras, tendo como variável 
independente o fator tratamento. Algumas comparações foram feitas pelo teste 
T  de Student não paredao de acordo com as indicações no texto. O nível de 
significância estatística considerado foi p < 0,05. Os dados foram expressos 
como média ± erro padrão da média (EPM) de 6 - 10 animais por grupo nos 
diversos testes realizados.
I.P. Baretta___________________________________________________ MATERIAIS E MÉTODOS
42
I.P. Baretta RESULTADOS
4 -  RESULTADOS
LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO
Influência do pré-tratamento sistêmico com a L-NOARG
A injeção i.p. de L-NOARG, um inibidor da NOS, não alterou a freqüência 
de entradas nos braços abertos (Fig. 12 A; F( 3, si)= 0,30; p > 0,05), nem o tempo 
de permanência nesses braços em relação ao tempo total despendido no LCE 
(FIg. 12 B; F<3,31) = 0,32; p > 0,05), em comparação ao grupo controle.
Em relação ao número de entradas nos braços fechados do LCE (Fig. 13 A; 
F(3, 31)= 0,56; p > 0,05) e o número total de entradas em ambos os braços (Fig. 13 
B; F(3, 31)= 2,04; p > 0,05), observamos que a injeção i.p. de L-NOARG, em doses 
crescentes, também não modifica de maneira estatisticamente significante esses 
parâmetros.
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Figura 12 - Efeito da injeção i.p. de concentrações crescentes de L-NOARG sobre a 
freqüência de entradas (A) e o tempo de permanência (B) nos braços abertos 
do LCE, em camundongos, por um período de 5 min. Cada coluna representa 
a média dos resultados obtidos e as barras verticais indicam os EPM. O 
número de animais empregados por tratamento foi de 8 -10 .
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Figura 13 - Efeito da L-NOARG, injetada i.p. em concentrações crescentes, sobre o 
número de entradas nos braços fechados (A) e o número total de entradas 
(B; braços abertos + braços fechados) no LCE, em camundongos, por um 
período de 5 min. Cada coluna representa a média dos resultados obtidos e 
as barras verticais indicam os EPM. O número de animais empregados por 
tratamento foi de 8 -10 .
Quanto aos demais parâmetros observados no LCE, a Tabela 4 mostra que 
a injeção i.p. de L-NOARG, em doses crescentes, promove uma tendência em 
aumentar o número de imersões de cabeça (HD) e o comportamento de levantar. 
Os outros parâmetros comportamentais (SAP, auto-limpeza e número de bolos 
fecais) não foram alterados pelo tratamento com L-NOARG.
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Tabela 4 - Eféito da L-NOARG, injetada i.p. em concentrações crescentes, nos 
parâmetros etológicos avaliados no LCE, em camundongos, por um período 
de 5 min. Os dados representam a média dos resultados obtidos ± EPM. O 
número de animais empregados por tratamento foi de 8 -10 .
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PARAMETRO SAP HD LEVANTAR AUTO- BOLO
LIMPEZA FECAL
TRATAMENTO
Controle 10,3 ±2,2 9,0 ± 3,3 7.4 ±1,9 1,4 ±0,4 0,6 ± 0,9
L-NOARG 2 nmol 9,8 ±1,9 20,8 ± 5,3 8,6 ±1,2 1,0 ±0.3 0,3 ± 0.2
L-NOARG 20 nmol 9.8 ±1,2 14,7 ± 3,9 9,8 ±1,7 1.5 ±0.3 0.4 ± 0.3
L-NOARG 200 nmol 8,1 ±1.3 15,8 ±4,7 11,7 ±3,5 0.6 ± 0,2 0.4 ±0.4
SAP = número de estiramentos 
HD = número de imersões de cabeça
Influência do pré-tratamento central com L-NAME
O L-NAME, um inibidor da NOS mais lipossolúvel do que a L-NOARG, 
quando injetado i.c.v. em doses crescentes, não promoveu quaisquer mudanças 
significativas nos parâmetros freqüência de entradas nos braços abertos do LCE 
(Fig. 14 A; F(5.6i)= 0,54; p > 0,05) ou no tempo de pennanência nesses braços em 
relação ao tempo total (Fig. 14 B; F(5.4T)= 0,39; p > 0,05), quando comparados aos 
resultados apresentados pelos animais controle.
O número de entradas nos braços fechados do LCE (Fig. 15 A; F(s, ei )= 
0,54; p > 0,05) e o número total de entradas em ambos os braços (Fig. 15 B; F( 5, 
59)= 1,31; p > 0,05) também não sofreram modificações significantes pelo 
tratamento com L-NAME, em comparação ao grupo controle.
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Figura 14 • Efeito da injeção i.c.v. de concentrações crescentes de L-NAME na 
freqüência de entradas nos braços abertos do LCE (A) e no tempo 
despendido nesses braços (B), por um período de 5 min. Cada coluna 
representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais indicam os 
EPM. O número de animais empregados por tratamento foi de 8 -10 .
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Figura 15 - Efeitos da injeção i.c.v. de L>NAME, em concentrações crescentes, sobre 
o número de entradas nos braços fechados (A) e o número total de entradas 
nos braços abertos e fechados do LCE (B), por um período de 5 min. Cada 
coluna representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais 
indicam os EPM. O número de animais empregados por tratamento foi de 8 -  
10.
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Doses crescentes de L-NAME, injetadas i.c.v., apresentaram uma 
tendência a reduzir os parâmetros etológicos SAP e HD em todas as doses 
utilizadas. Esse efeito, porém, não alcançou significância estatística. Quanto ao 
comportamento de levantar, a L-NAME promoveu uma redução desse parâmetro 
nas doses de 1 e 100 nmol, enquanto que nas demais doses produziu um 
aumento no mesmo. Esses resultados, contudo, não foram significativamente 
diferentes dos valores obtidos do grupo controle. Os parâmetros de auto-limpeza 
e o número de bolos fecais foram aumentados em todas as doses, mas esse 
achado também não foi estatisticamente significante em nenhum caso (Tabela 5).
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Tabela 5 - Efeito de doses crescentes de L-NAME, injetada i.c.v., nos parâmetros 
etológicos avaliados no LCE, em camundongos, por um período de 5 min. Os 
dados representam a média dos resultados obtidos ± EPM. O número de 
animais empregados por tratamento foi de 8 -10 .
PARAMETRO SAP HD LEVANTAR AUTO-LIMPEZA BOLO FECAL
TRATAMENTO
Controle 10,8+1,8 24,5 ±3,1 9,7 ±1,7 1,2 ±0,1 0,4 ± 0,2
L-NAME 1 nmol 5,7 ± 0,9 20,5 ± 5,3 6,6 ±1,7 1,2 ±0,3 0,6 ± 0,2
L-NAME 3 nmol 4,6 ± 0,6 19,5 ±4,7 8,0 ±2,0 1.7 ±0,4 0,1 ±0,1
L-NAME 10 nmol 6,4 ± 0,9 21,5 ±5,9 10,7 ± 2,4 1,8 ±0,3 0,6 ± 0,2
L-NAME 30 nmol 4,1 ±1,3 16,4 ±3,8 8,2 ±2,1 1,7 ±0,5 0,5 ± 0,2
L-NAME 100 nmol 4,0 ±1,5 21,9 ±5,9 5,4 ±1,5 1,4 ±0,3 0,9 ± 0,5
SAP = número de estiramentos 
HD = número de imersões de cabeça
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Influência do pré-tratamento central com 7-NI
A administração i.c.v. de 7-NI, um inibidor seletivo da NOSn, não foi capaz 
de alterar de forma estatisticamente significante quaisquer parâmetros observados 
no LCE. Na figura 16 estão representados a freqüência de entradas nos braços 
abertos (A; F(s, 29 )= 1,31; p > 0,05) e tempo de permanência nesses mesmos 
braços (B; F(s, 29)= 1,67; p > 0,05). A figura 17 mostra o número de entradas nos 
braços fechados (A; F(s, 29 )= 1,59; p > 0,05) e o número total de entradas em 
ambos os braços (B; P(5, 29 )= 1,45; p > 0,05), que também não foram alterados 
pelo tratamento i.c.v. com doses crescentes de 7-NI.
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Figura 16 - Efeito da injeção i.c.v. de concentrações crescentes de 7-NI nas medidas 
de exploração (freqüência de entradas nos braços abertos = A; tempo de 
permanência nos braços abertos = B) do LCE, por um período de 5 min. Cada 
coluna representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais 
indicam os EPM. # estatisticamente diferente do grupo controle (p < 0,05; 
teste t de Student não pareado). O número de animais empregados por 
tratamento foi de 8 -10.
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Figura 17 - Efeito de concentrações crescentes de 7-Ni (i.c.v.) sobre o número de 
entradas nos braços fechados (A) e o número total de entradas (B), em 
camundongos no LCE por um período de 5 min. Cada coluna representa a 
média dos resultados obtidos e as barras verticais indicam os EPM. O 
número de animais empregados por tratamento foi = 8 >10.
Doses crescentes de 7-NI mostraram uma tendência a aumentar os 
parâmetros HD, levantar (nas doses de 0,025, 2,5 e 25 nmol) e número de bolos 
fecais, quando comparadas aos dados obtidos no grupo controle. Em relação aos 
demais parâmetros observados, o pré-tratamento com 7-NI promoveu uma 
redução nos mesmos, porém todas as alterações não foram estatisticamente 
significantes (Tabela 6).
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Tabela 6 - Efeito do pré-tratamento i.c.v. com doses crescentes de 7-NI nos 
parâmetros etológicos avaliados, em camundongos, no LCE, por um período 
de 5 min. Os dados representam a média dos resultados obtidos ± EPM. O 
número de animais empregados por tratamento foi de 8 -10 .
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PARAMETRO SAP HD LEVANTAR AUTO-
LIMPEZA
BOLO FECAL
TRATAMENTO
Controle 15,6 ± 3,9 22,8 ± 5,8 8,4 ± 2,3 1,3 ±0,3 0,2 ±0,1
7-NI 0,025 nmol 10,5 ±2,1 29,0 ± 6,6 12,5 ±4,1 1,3 ±0,7 0,3 ± 0,3
7-NI 0,1 nmol 10,0+1,3 25,3 ± 5,8 4,0 ± 2,3 0,5 ± 0,3 1,0 ±0,6
7-NI 0,25 nmol 12,0 ± 2,8 32,6 ±7,1 5,8 ± 3,2 0,4 ± 0,3 1,0 ±0,6
7-NI 2,5 nmol 14,2 ±1,0 33,4 ± 4,9 10,2 ±1,9 1,8 ±0,4 1,0 ±0,8
7-NI 25 nmol 13,4 ±1,9 37,2 ± 5,4 9,6 ± 0,7 1,0 ±0,3 0,2 ± 0,2
SAP = número de estiramentos 
HD = número de imersões de cabeça
Determinação da atividade da NOSn in vitro
Este teste foi realizado para cx>nfimnar a atividade ínibidora da NOS pelo 7- 
Nl dissolvido na mistura contendo DMSO, NaOH 5M, Tween 80 e PBS, cxjmo 
descrito em Material e Métodos. A atividade da NOS foi avaliada pela habilidade 
dessa enzima em converter [^ H]L-arginina em [^H]L-citrulina, in vitro. O 7-NI inibiu 
em 100% a atividade da NOS em todas as doses empregadas (0,025, 0,25, 2,5, 
25 e 125 nmol; Figura 18).
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Figura 18- Efeito de doses crescentes de 7-NI sobre a conversão de |^H]L-arginina 
em f  IH]L*citrulina in vitro.
Influência do pré-tratamento central com SN AP
Na Figura 19 é possível verificar que o pré-tratamento com SNAP, um 
doador de NO, aumentou de maneira significante a freqüência de entradas nos 
braços abertos em relação ao número total de entradas (A; F(4,50)= 5,89; p < 0,01), 
nas doses de 0,2, 2,0 e 20 pmol, quando comparou-se esses resultados aos do 
grupo controle. O tempo de permanência nesses mesmos braços, em relação ao 
tempo de permanência em ambos os braços comparado aos animais controle, foi 
também aumentado pelo pré-tratamento com SNAP nas doses de 0,2 e 2,0 pmol 
(B; F(4.49)= 3,91; p < 0,01).
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Figura 19 > Efeito da injeção i.c.v. de concentrações crescentes de SNAP na 
freqüência de entradas nos braços abertos (A) e no tempo de permanência 
nesses braços (B), por um período de 5 min. Cada coluna representa a média 
dos resultados obtidos e as barras verticais indicam os EPM. Os asteriscos 
denotam diferenças significantes {* p <  0,05), em relação aos valores obtidos 
nos grupos controle (0), empregando-se a análise de variância ANOVA 
univariada seguida do teste de DunnetL O número de animais empregados 
por tratamento foi = 8 -10.
Não se observou, no entanto, diferenças estatisticamente significantes no 
número de entradas nos braços fechados (Figura 20 A; F{4, 49)= 1,21; p > 0,05) e 
no número total de entradas em ambos os braços (Figura 20 B; F(4,49)= 1,69; p > 
0,05), quando os animais foram tratados previamente com o SNAP. O número de 
imersões de cabeça, por sua vez, foi significantemente aumentado em relação aos 
dados do grupo controle nas doses de 2,0 e 20 pmol (Tabela 7; F(4,4S)= 6,40; p < 
0,05). As demais medidas não foram modificadas por esse tratamento (Tabela 7).
52
I.P. Baretta RESULTADOS
40-
MO
2
A  g
i | 2 0 -
m o (0 0)
•D >*- RS
c
UJ
0 -
0,02 0,2 2,0 
SNAP (pmoi)
20
40-1
(0ca
20-
o■o
«
s
0^
B
0,02 0,2 2,0 
SNAP (pmol)
20
Figura 20 - Efeito de concentrações crescentes de SNAP, injetado í.c.v. em 
camundongos, sobre o número total de entradas nos braços fechados (A), o 
número total de entradas (B), por um período de 5 min. Cada coluna 
representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais indicam os 
EPM. O número de animais empregados por tratamento foi = 8 -1 0 .
Tabela 7 - Efeito do pré-tratamento i.c.v. com concentrações crescentes de SNAP 
nos parâmetros etológicos avaliados, em camundongos, no LCE, por um 
período de 5 min. Os dados representam a média dos resultados obtidos ± 
EPM. O número de animais empregados por tratamento foi de 8 -10 .
PARAMETRO SAP LEVANTAR AUTO-LIMPEZA BOLO FECAL
TRATAMENTO
Controle 14,1 ±2.9 13,1 ±2,7 0,7 ±0,1 0,4 ± 0,3
SNAP 0,02 pmol 13,6 ±2,7 13,4 ±2,4 0,4 ± 0,3 0,4 ± 0,2
SNAP 0,2 pmol 7,6 ± 2,0 10,0 ±2,1 0,5 ± 0,2 0,3 ±0,1
SNAP 2,0 pmoi 14,1 ±2,1 11,1 ±1,5 0,8 ± 0,2 0,2 ±0,1
SNAP 20 pmol 16,2 ±4,4 9,3 ±1,9 1,1 ±0,3 0,2 ±0,1
SAP = número de estiramentos
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Influência do pré-tratam ento central com NAP
O pré-tratamento com NAP, molécula precursora do SNAP, não promoveu 
alterações signíficantes na freqüência de entradas nos braços abertos em relação 
ao número total de entradas (Figura 21 A; F(4, 49)= 1,09; p > 0,05), quando 
comparou-se os resultados aos do grupo controle. O tempo de permanência 
nesses mesmos braços, em relação ao tempo de pennanência em ambos os 
braços comparado aos animais controle, foi aumentado de maneira significante 
pelo pré-tratamento com NAP na dose de 0,2 pmol (Figura 21 B; F(4, 49)= 2,64; 
p > 0,05).
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Figura 21 - Efeito da injeção i.c.v. de concentrações crescentes de NAP na 
freqüência de entradas nos braços at>ertos (A) e no tempo de permanência 
nesses braços (B), por um período de 5 min. Cada coluna representa a média 
dos resultados obtidos e as barras verticais indicam os EPM. Os asteriscos 
denotam diferenças significantes {* p <  0,05), em relação aos valores obtidos 
nos grupos controle (0), empregando-se a análise de variância ANOVA 
univaríada seguida do teste de DunnetL O número de animais empregados 
por tratamento foi = 8 -10.
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No entanto, nâo houve diferenças estatisticaníiente significantes no número 
de entradas nos braços fechados (Figura 22 A; F(4, 49)= 1,78; p > 0,05) e no 
número total de entradas em ambos os braços (Figura 22 B; F(4, 49)= 1,09; p > 
0,05), quando os animais foram tratados previamente com o NAP. As demais 
medidas registradas no LCE foram modificadas por esse tratamento em algumas 
doses, sem apresentar uma relação dose-efeito (Tabela 8).
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Figura 22 - Efeito de concentrações crescentes de NAP, injetado i.c.v. em 
camundongos, sobre o número total de entradas nos braços fechados (A) e o 
número total de entradas (B), por um período de 5 min. Cada coluna 
representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais indicam os 
EPIM. O número de animais empregados por tratamento foi = 8 -10.
Tabela 8 - Efeito do NAP, injetado i.c.v. em doses crescentes nos parâmetros 
etológicos avaliados em camundongos no LCE, por um período de 5 min. Os 
dados representam a média dos resultados obtidos ± EPM. O número de 
animais empregados por tratamento foi de 8 -10 .
PARAMETRO SAP HD LEVANTAR AUTO-
LIMPEZA
BOLO FECAL
TRATAMENTO
Controle 5,2 ±1,0 25,1 ± 3,4 11,2 ±2,0 0.5 ± 0.1 0.4 ± 0,2
NAP 0,02 pmol 13,9 ±2,6* 33,5 ± 4,6 25,7 ± 5,4* 0,3 ± 0,2 0,3 ±0,1
NAP 0,2 pmol 12,2 ±1,6 27,7 ± 5,6 25,3 ± 2,5* 0,6 ± 0,1 0,3 ±0,1
NAP 2,0 pmol 12,8 ±1,9* 36,0 ± 7,8 12.5 ±10,5 0,2 ±0,1 0.4 ± 0.2
NAP 20 pmol 10,9 ±2.4 44,4 ± 5,9 13,0 ±2,8 0,3 ± 0.1 0.3 ±0.1
SAP = número de estiramentos 
HD = número de imersões de cabeça
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Influência do pré-tratamento com inibidores de NOS sobre o efeito da SP
A injeção sistêmica (i.p.) de L-NOARG, um inibidor da NOS, antes da 
injeção i.c.v. de SP, o agonista natural preferencial dos receptores neurocinérgicos 
do tipo NKi, aumentou de maneira significante (p < 0,05) a freqüência de entradas 
nos braços abertos (Figura 23 A; F(3,31 )= 5,65) e o tempo de permanência nesses 
mesmos braços (Figura 23 B; F( 3, 31)= 26,52; p < 0,05), mostrando, nesse último 
parâmetro, uma clara reversão dos efeitos da SP.
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Figura 23 - Influência da injeção de L-NOARG (20 nmol, i.p.) no efeito promovido 
pela injeção de SP (10 pmol, i.c.v.), em camundongos, na freqüência de 
entradas nos braços abertos (A) e tempo despendido nestes braços (B), por 
um período de 5 min. Cada coluna representa a média dos resultados obtidos 
e as barras verticais indicam os EPM. Os asteriscos e cruzes denotam 
diferenças significantes (p < 0,05) em relação aos valores obtidos nos grupos 
controle (C) e tratado com SP, respectivamente, empregando-se a análise de 
varíância ANOVA univaríada seguida do teste de Newman-Keuls. O número 
de animais utilizados em cada tratamento = 8 -1 0 .
Em relação ao número de entradas nos braços fechados (Figura 24 A; Fp,
31 )= 1,11) e o número total de entradas em ambos os braços (Figura 24 B; F< 3,3i)= 
0,86), a injeção I.p. de L-NOARG seguida da injeção i.c.v. de SP, não promoveu 
alterações estatisticamente significantes (p > 0,05) no efeito da SP em ambas 
medidas.
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Figura 24 - influência da injeção de L-NOARG (20 nmoi, i.p.) sobre o efeito da 
injeção de SP (10 pmoi, i.c.v.) no número de entradas nos braços feciiados 
(A) e no número total de entradas (B), em camundongos, por um período de 5 
min. Cada coiuna representa a média dos resultados obtidos e as barras 
verticais indicam os EPM. O número de animais empregados por tratamento 
foi = 8-10.
Os demais parâmetros, registrados no LCE que também não foram 
alterados significativamente pelos tratamentos, estão descritos na Tabela 9.
Tabela 9 - Influência do pré-tratamento de L-NOARG (20 nmoi, i.p.) sobre o efeito da 
SP (10 pmoi, Í.C .V .) em camundongos no LCE (5 min). Os dados estão 
expressos como a média de 8-10 animais ± EPM.
PARAMETRO
TRATAMENTO
SAP LEVANTAR AUTO-
LIMPEZA
BOLO
FECAL
Controle 
SP 10 pmoi 
L-NOARG 20 nmoi 
L-NOARG + SP
13,6 ±3,0  
12,0 ± 2.0 
16,0 ± 3,7 
13,3 ±2,3
9,1 ± 0,7
15.4 ±2,2  
9,5 ±1,9
9.4 ±1,9
1,6 ±0,5  
1,8 ±0,4  
1,3 ±0,5  
0,9 ± 0,3
0,8 ±0,3  
0,8 ± 0,3 
1,0 ± 0,6 
0,8 ± 0,4
SAP = número de estiramentos
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Por outro lado, o tratamento prévio i.c.v. com L-NAME, outro inibidor da 
NOS, que não modificou o efeito da SP sobre a freqüência de entradas nos braços 
abertos sobre o total de entradas (Figura 25 A; F(3,31) = 2,53; p > 0,05), reverteu de 
maneira significante a redução promovida pela SP i.c.v., no tempo de 
pennanência nos braços abertos em relação ao tempo total (Figura 25 B; F( 3, 31) = 
3,26; p < 0,05).
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Figura 25 - Influência da injeção de L-NAME (3 nmol, i.c.v.) sobre o efeito da SP (10 
pmoi, I.C .V .) na freqüência de entradas nos braços abertos (A) e no tempo de 
permanência nós braços abertos (B) avaliado em camundongos no LCE, por 
um período de 5 min. Cada coluna representa a média dos resultados obtidos 
e as barras verticais indicam os EPM. Os asteriscos e cruzes denotam 
diferenças significantes (p < 0,05) em relação aos valores obtidos nos 
grupos controle (C) e tratado com SP, respectivamente, empregando-se a 
análise de varíância ANOVA univaríada seguida do teste de Newman-Keuls. 
O número de animais empregados por tratamento foi = 8-10.
O efeito da SP sobre o número de entradas nos braços fechados (A; F(3,31 )= 
1,13) e o número total de entradas em ambos os braços (B; F(s, 31 )= 0,49) não 
foram alterados pelo tratamento prévio i.c.v. com a L-NAME, conforme demonstra 
a figura 26.
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Figura 26 - Influência do pré-tratamento de L-NAME (3 nmol) no efeito da SP (10 
pmol), ambas as drogas injetadas i.c.v., no número de entradas nos braços 
fechados (A) e no número total de entradas (B), avaliadas em camundongos 
no LCE por um período de 5 min. Cada coluna representa a média dos 
resultados obtidos e as barras verticais indicam os EPM. O número de 
animais empregados por tratamento foi = 8-10.
Os demais parâmetros observados no LCE estâo descritos na Tabela 10 e 
o efeito da injeção i.c.v. de SP não foi modificado pelo tratamento prévio com L- 
NAME i.c.v. (p > 0,05).
Tabela 10 - Influência do pré-tratamento de L-NAME (3 nmol, l.c.v.) sobre o efeito da 
SP (10 pmol, Í.C .V .) , em camundongos, no LCE (5 min). Os dados estão 
expressos como a média de 8-10 animais ± EPM.
PARAMETRO
TRATAMENTO
SAP LEVANTAR AUTO-
LIMPEZA
BOLO
FECAL
Controle 9,8 ±1,4 6,6 ±1,8 0,6 ± 0,4 0,4 ± 0,2
SP 10 pmol 13,3 ±3,1 7,4 ±1,5 0,3 ± 0,2 0,3 ± 0,2
L-NAME 3 nmol 8.3 ± 2,0* 7,4 ±1,2 0,1 ±0,1 0,1 ±0,1
L-NAME + SP 4,9 ±1,2* 3,6 ± 0,8 0,5 ± 0,3 0,5 ± 0,3
SAP = número de estiramentos
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A L-NAME injetado i.c.v., como observado anteriormente, resultou em uma 
curva dose resposta em sino, o que levou, num primeiro momento a utilizar uma 
dose central da curva (3 nmol) para observar a influência do tratamento prévio 
sobre o efeito da SP. Posterionnente utilizamos uma dose menor (1,0 nmol) e 
outra maior (30 nmol) de L-NAME nesse tratamento prévio, onde observamos que 
o efeito da SP foi alterado de maneira semelhante à primeira dose utilizada (3 
nmol). O tratamento prévio com 1,0 e 30 nmol não modificou o efeito da SP sobre 
a freqüência de entradas nos braços abertos em relação ao total de entradas (L- 
NAME 1,0 nmol: F(s, 28)= 2,1; p > 0,05; L-NAME 30 nmol: F(3, 28)= 1,8; p > 0,05), 
mas reverteu de maneira significante a redução promovida pela SP no tempo de 
pennanência nos braços abertos em relação ao tempo total (L-NAME 1,0 nmol: 
F(3, 28 )= 1,8; p < 0,05; L-NAME 30 nmol: F(3, 28 )= 2,6; p < 0,05). O efeito da SP 
sobre o número de entradas nos braços fechados ( L-NAME 1,0 nmol: Fo,28)= 1,0; 
p > 0,05; L-NAME 30 nmol: F(3,28)= 1,2; p > 0,05) e o número total de entradas (L- 
NAME 1,0 nmol: F(3,28)= 0,58; P < 0,05; L-NAME 30 nmol: F(3.28)= 0,9; P < 0,05) 
não foi alterado pelo tratamento prévio i.c.v. com 1,0 ou 30 nmol de L-NAME 
(dados não apresentados).
O efeito da SP nos demais parâmetros avaliados no LCE, descritos na 
Tabela 11, não foram alterados significativamente pelos tratamentos prévios de L- 
NAME 1,0e30nmol.
I.P. Baretta_____________________________________________________________ RESULTADOS
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Tabela 11 - Influência do pré-tratamento com L-NAME (1,0 e 30 nmol, i.c.v.) sobre o 
efeito da SP (10 pmol, i.c.v.), em camundongos, no LCE (5 min). Os dados 
estão expressos como a média de 8-10 animais ± EPM.
SAP LEVANTAR AUTO-LIMPEZA BÕLÕ
PARÂMETRO FECAL
l.P. Baretta_____________________________________________________________ RESULTADOS
TRATAMENTO
Cíontroíe 12,3 ± 2,0 7,6 ±2,8 1,3 ±0,4 0,8 ± 0,2
SP 10 pmol 16,3 ±1,4 8,5 ±1.7 0,8 ± 0,2 0,6 ± 0,3
L-NAME 1,0 nmol 9,8 ± 3,7 8,3 ±1,2 0,6 ± 0,2 0,3 ±0,1
L-NAME 30 nmol 12,0 ±1,5 7.6 ±1,3 0,7 ±0,1 0,1 ±0,2
L-NAME 1,0 + SP 10,4 ±2,1 5,8 ±1,0 1,0 ±0,2 0,2 ±0,1
L-NAME 30 + SP 11,6±1,2 4,5 ± 0.8 0,9 ±0,1 0,6 ±0,1
SAP = número de estiramentos
Influência do pré-tratamento de inibidor da NOSn sobre o efeito da SP
A injeção i.c.v. de 7-NI, um inibidor seletivo da NOSn, aumentou de maneira 
significante a freqüência de entradas nos braços abertos em relação ao total de 
entradas (Figura 27A; Fo, si)= 2,89; p < 0,05) quando comparamos os dados aos 
do grupo tratado apenas com SP. Esse mesmo pré-tratamento reverteu 
significativamente o efeito da SP sobre o tempo de permanência nos braços 
abertos, em relação ao tempo total (Figura 27 B; Fo, 3i)= 4,99; p < 0,05).
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Figura 27 - Influência da injeção i.c.v. de 7-NI (0,25 nmol) sobre o efeito promovido 
pela injeção i.c.v. de SP (10 pmol) na freqüência de entradas nos braços 
abertos (A) e o tempo de permanência nesses braços (B) no LCE em um 
período de 5 min. Cada coluna representa a média dos resultados obtidos e 
as barras verticais indicam os EPM. Os asteriscos e as cruzes denotam 
diferenças significantes (p < 0,05) em relação aos valores obtidos nos grupos 
controle (C) e tratado com SP, respectivamente, empregando-se a análise de 
variáncia ANOVA univaríada seguida do teste de Newman>Keuls. O número 
de animais empregados por tratamento foi de 8-10.
Em relação ao número de entradas nos braços fechados (Figura 28 A; F( 3. 
31)= 0,82) e o número total de entradas em ambos os braços (Figura 28 B; F(3,30 >= 
0,65), o pré-tratamento central com 7-NI não mudou significativamente o efeito da 
injeção i.c.v. de SP.
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Figura 28 - Influência do pré-tratamento com 7-NI (0,25 nmol, i.c.v.) no efeito da SP 
(10 pmol, Í.C .V .)  sobre o número de entradas nos braços fechados (A) e o 
número total de entrada em ambos os braços (B) do LCE em um período de 5 
min. Cada coluna representa a média dos resultados obtidos e as barras 
verticais indicam os EPM. O número de animais utilizados em cada 
tratamento = 8 -1 0 .
O tratamento prévio com 7-NI na dose de 0,025 nmol, promoveu um 
aumento signíficante no efeito da SP sobre a freqüência de entradas nos braços 
abertos em relação ao total de entradas (Fo, 27)= 3,01; p < 0,05), quando 
comparamos com o grupo tratado apenas com SP. Esse mesmo pré-tratamento 
reverteu significativamente o efeito da SP sobre o tempo de permanência nos 
braços abertos, em relação ao tempo total (Fo, 27)= 4,68; p < 0,05; dados não 
apresentados). O efeito da SP sobre o número de entradas nos braços fechados 
(F(3, 27)= 0,78; p > 0,05) e o número total de entradas (F(s, 27 )= 0,91; p < 0,05) não 
foi alterado pelo tratamento prévio i.c.v. de 7-NI.
A injeção i.c.v. de 7-NI (0,025 e 0,25 nmol) não promoveu mudanças 
significantes no efeito da SP (10 pmol) injetada no ventrículo lateral sobre os 
outros parâmetros comportamentals analisados no LCE (Tabela 12).
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Tabela 12 - Influência do pré<tratamento de 7-NI (0,025 e 0,25 nmol, i.c.v.) sobre o 
efeito da SP (10 pmol, i.c.v.), em camundongos, no LCE (5 min). Os dados 
estão expressos como a média de 8-10 animais ± EPM.
I.P. Baretta____________ ________________________________________________ RESULTADOS
PARÂMETRO
TRATAMENTO
SAP LEVANTAR AUTO-
LIMPEZA
BOLO FECAL
Controle 12,0 ± 2,7 8,4 ±1,7 1,0 ±0,4 0,3 ± 0,2
SP 10 pmol 12,6 ±3,4 8,4 ±2,1 0,9 ± 0,2 0,3 ± 0,2
7-Nl 0,025 nmol 13,5 ±2,3 5,1 ±1,2 0,9 ± 0,3 0,1 ±0,1
7-NI 0,25 nmol 14,2 ±1,8 6,2 ±1,7 0,8 ± 0,2 0,1 ± 0,2
7-NI 0,025 + SP 13,3 ± 2,2 6,9 ±1,2 0,9 ± 0,1 0,5 ± 0,3
7-NI 0,25 + SP 13,8 ±1,2 6,8 ±1,3 0,7 ± 0,3 0,2 ±0,1
SAP = número de estiramentos
Influência do pré-tratam ento com  doador de NO sobre o efeito da SP
O tratamento prévio i.c.v. com SNAP, substância doadora de NO, aumentou 
de maneira significante (p < 0,01) a freqüência de entradas nos braços abertos 
(Figura 29 A; Fo. 3i> = 18,4) e o tempo de permanência nesses mesmos braços 
(Figura 29 B; F(3,3d= 21,8; p < 0,05), promovendo uma reversão dos efeitos da SP.
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Figura 29 • Influência da injeção i.c.v. de SNAP (2,0 nmol) sobre o efeito da SP (10 
pmol, Í.C .V .) na freqüência de entradas nos braços abertos (A) e no tempo de 
permanência nos braços abertos (B) avaliados em camundongos no LCE, por 
um período de 5 min. Cada coluna representa a média dos resultados obtidos 
e as barras verticais indicam os EPM. Os asteriscos e as cruzes denotam  
diferenças significantes (p < 0,05) em relação aos valores obtidos nos 
grupos controle (C) e tratado com SP, respectivamente, empregando>se a 
análise de variância ANOVA univariada seguida do teste de Newman-Keuls. 
O número de animais empregados por tratamento foi = 8-10.
Em relação ao número de entradas nos braços fechados (Figura 30 A; Fo.si) 
= 24,6; p < 0,01) e ao número total de entradas em ambos os braços (Figura 30 B; 
F(3, 31) = 39,4; p < 0,01 ), o tratamento prévio central com SNAP aumentou de 
maneira significante o efeito da injeção i.c.v. com SP.
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Figura 30 - Influência do tratamento prévio com SNAP (2,0 pmol, i.c.v.) no efeito da 
SP (10 pmol, Í.C .V .) sobre o número de entradas nos braços fechados (A) e 
em ambos os braços (B) do LCE por um período de 5 min. Cada coluna 
representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais indicam os 
EPM. Os asteriscos denotam diferenças significantes {* p < 0,01) em relação 
aos valores obtidos nos grupos controle (C) e tratado com SP, empregando- 
se a análise de variância ANOVA univariada seguida do teste de Newman- 
Keuls. O número de animais empregados por tratamento foi de 8-10.
O tratamento prévio de SNAP numa dose menor (0,02 pmol) aumentou de 
maneira significante o efeito da SP sobre a freqüência de entradas nos braços 
abertos em relação ao total de entradas (Fp, 3i)= 5,8; p < 0,01), quando 
comparamos com os grupos controle (C) e tratado com SP. Esse mesmo pré- 
tratamento reverteu significativamente o efeito da SP sobre o tempo de 
permanência nos braços abertos, em relação ao tempo total (Fp, 3i)= 8,03; p < 
0,01; dados não apresentados). O tratamento prévio com esta dose de SNAP 
produziu também um aumento significante no efeito da SP sobre o número de 
entradas nos braços fechados (Fo, 3i)= 4,9; p < 0,05) e o número total de entradas 
(F(s, 31)= 8,04; p < 0,01).
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A injeção i.c.v. de SNAP na dose de 2,0 pmol, quando utilizada 
isoladamente ou associada a SP (10 pmol), aumentou de maneira significante o 
número de imersões de cabeça (HD). Em relação aos demais parâmetros 
analisados no LCE, o SNAP não promoveu mudanças significantes no efeito da 
SP injetada no ventrículo lateral (10 pmol; Tabela 13).
Tabela 13 - Influência do pré-tratamento de SNAP (0,02 e 2,0 pmol, i.c.v.) sobre o 
efeito da SP (10 pmol, i.c.v.), em camundongos, no LCE (5 min). Os dados 
estão expressos como a média de 8-10 animais ± EPM.
PARÂMETRO SAP HD LEVANTAR AUTO- BÕLÕ
LIMPEZA FECAL
I.P. Baretta_____________________________________________________________ RESULTADOS
TRATAMENTO
Controle 10,3 ±1,2 8,5 ±1,0 6,8 ±1,2 0,4 ±0.2 0,4 ±0,2
SP 10 pmol 13,0 ±3,8 8,8 ± 0.9 9,4 ±1,8 0,5 ±0.3 0.7 ±0.4
SNAP 0,02 pmol 11,9 ±7,5 17,4 ±4,7 13,1 ±1.8 0.5 ± 0.2 0,5 ±0,3
SNAP 2,0 pmol 11,3 ±0,9 53,2 ± 5,7* 10.5 ±1.3 0.8 ± 0.2 0,1 ±0,1
SNAP 0,02 + SP 10,8 ±9,2 31,9 ±17,5* 11.9 ±3.5 0,4 ± 0,2 0.3 ±0,2
SNAP 2,0 + SP 14,7 ± 3,6 31,4 ±5,3* 13.0 ±2,8 0,4 ± 0,2 0,3 ±0.2
SAP = número de estíramentos 
HD = número de imersões de cabeça
* p < 0,05, ANOVA univaríada seguida do teste de Newman-Keuls.
Influência do pré-tratamento centrai com NAP sobre o efeito da SP
O tratamento prévio com NAP, molécula precursora do SNAP, aumentou de 
maneira significante a freqüência de entradas nos braços abertos (Figura 31 A; Fo, 
31) = 15,3; p < 0,05) e o tempo de permanência nestes braços (Figura 31 B; F{3, si) 
= 19,4; p < 0,05), mostrando uma reversão dos efeitos da SP.
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Figura 31 - Influência da injeção de NAP (0,2 nmol, i.c.v.) sobre o efeito da SP (10 
pmol, i.c.v.) na freqüência de entradas nos braços abertos (A) e no tempo de 
permanência nos mesmos braços (B) avaliado em camundongos no LCE, por 
um período de 5 min. Cada coluna representa a média dos resultados obtidos 
e as barras verticais indicam os EPM. Os asteriscos e as cruzes denotam 
diferenças significantes (p < 0,05) em relação aos valores obtidos nos grupos 
controle (C) e tratado com SP, respectivamente, empregando-se a análise de 
variáncia ANOVA univariada seguida do teste de Newman-Keuls. O número 
de animais empregados por tratamento foi = 8-10.
Em relação ao número de entradas nos braços fechados (Figura 32 A; F(3,3i) 
= 20,3; p < 0,01) e ao número total de entradas em ambos os braços (Figura 32 B; 
F(3.31) : p < 0,01), o tratamento prévio central com NAP aumentou de maneira 
significante o efeito da injeção i.c.v. com SP.
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Figura 32 - Influência do pré-tratamento com NAP (0,2 pmol, i.c.v.) no efeito da SP 
(10 pmol, Í .C .V .)  sobre o número de entradas nos braços fechados (A) e em 
ambos os braços (B) do LCE por um período de 5 min. Cada coluna 
representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais indicam os 
EPM. Os asteriscos e as cruzes denotam diferenças significantes (p < 0,01) 
em relação aos valores obtidos nos grupos controle (C) e tratado com SP, 
respectivamente, empregando-se a análise de variância ANOVA univariada 
seguida do teste de Newman-Keuls. O número de animais empregados por 
tratamento foi de 8-10.
A injeção i.c.v. de NAP (0,2 pmol) não promoveu mudanças significantes no 
efeito da SP (10 pmol) injetada no ventrículo lateral sobre outros parâmetros 
comportamentais analisados no LCE (Tabela 14).
Tabela 14 - Influência do pré-tratamento de NAP (0,2 pmol, i.c.v.) sobre o efeito da 
SP (10 pmol, Í .C .V .) ,  em camundongos, no LCE (5 min). Os dados estão 
expressos como a média de 8-10 animais ± EPM.
PARÂMETRO
TRATAMENTO
SAP HD LEVANTAR AUTO-
LIMPEZA
BOLO
FECAL
Controle 
SP 10 pmol 
NAP 0,2 pmol 
NAP 0,2 + SP
12,0 ±1,4
14.3 ± 3,2
12.4 ±4,5  
10,8 ±9,2
8,0 ± 1,2 
9,0 ± 0,5 
12,1 ±3,7  
15,6 ±7,3
6,4 ± 2,1 
8,2 ± 2,0 
16,1 ±1,5  
12,9 ±4,5
0,5 ± 0,2 
0,7 ± 0,3 
0,6 ± 0,2 
0,5 ± 0,2
0,6 ± 0,1 
0,8 ± 0,3 
0,6 ± 0,2 
0,4 ± 0,2
SAP = número de estiramentos 
HD = número de imersões de cabeça
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Influência do pré-tratamento central com 8-Br-GMPc sobre o efeito da SP
A injeção i.c.v. de 8-Br-GMPc, um análogo do GMPc, quando utilizado 
isoladamente reduziu de maneira significante a freqüência de entradas nos braços 
abertos em relação ao total de entradas (Figura 33 A; F(s, 35 )= 9,4; p < 0,001) e o 
tempo de permanência nos braços abertos em relação ao tempo total (Figura 33 
B; F(5, 35)= 14,7; p < 0,05) quando comparamos os dados aos do gmpo tratado com 
o controle. Na dose de 2 nmol observou-se os mesmos efeitos de maneira mais 
evidente sobre a freqüência de entradas nos braços abertos e o tempo de 
permanência nos mesmos braços. Esse tratamento parece ampliar o efeito da SP 
sobre a última medida, isto é, o pré-tratamento com 20 nmol de 8-Br-GMPc 
reduziu ainda mais o tempo de permanência nos braços abertos do LCE, efeito 
este promovido pela SP per se.
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Figura 33 - Influência do tratamento com 8-Br-GMPc (2,0 e 20 nmol, i.c.v.) no efeito 
da SP (10 pmol, i.c.v.) sobre a freqüência de enteadas nos braços abertos (A) 
e no tempo de permanência nos braços abertos (B) do LCE por um período 
de 5 min. Cada coluna representa a média dos resultados obtidos e as barras 
verticais indicam os EPM. Os asteriscos denotam diferenças significantes (* 
p < 0,05) em relação aos valores obtidos nos grupos controle (C) e tratado 
com SP, empregando-se a análise de varíância ANOVA univaríada seguida do 
teste de Newman-Keuls. O número de animais empregados por tratamento 
foi de 6.
70
I.P. Baretta RESULTADOS
Em relação ao número de entradas nos braços fechados (Figura 34 A; 
F(5, 35)= 2,1; p > 0,05) e o número total de entradas em ambos os braços (Figura 
34 B; F{5, 35 )= 2,3; p > 0,05), o pré-tratamento central com 8-Br-GMPc não 
promoveu qualquer alteração significante quando utilizado isolado ou associado a 
SP, quando os dados são comparados com os do grupo controle.
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Figura 34 - Influência do tratamento com 8-Br-GMPc (2,0 e 20 nmol, i.c.v.) no efeito 
da SP (10 pmol, i.c.v.) sobre o número de entradas nos braços fechados (A) e 
em ambos os braços (B) do LCE, por um período de 5 min. Cada coluna 
representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais indicam os 
EPM. O número de animais empregados por tratamento foi de 6.
Os demais parâmetros observados no LCE estão descritos na Tabela 15 e 
tanto o 8-Br-GMPc isolado quanto o pré-tratamento com 8-Br-GMPc e posterior 
tratamento com SP levaram a uma diminuição significante do número de imersões 
de cabeça e do comportamento de levantar, enquanto que os demais parâmetros 
analisados no LCE não foram alterados por quaisquer tratamentos (Tabela 15).
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Tabela 15 - Influência do tratamento com 8>Br-GMPc (2 e 20 nmol, i.c.v.) e sobre o 
efeito da SP (10 pmol, i.c.v.), em camundongos, no LCE (5 min). Os dados 
estão expressos como a média de 6 animais ± EPII/I.
I.P. Baretta_____________________________________________________________ RESULTADOS
PARÂMETRO
TRATAMENTO
SAP HD LEVANTAR AUTO-
LIMPEZA
BOLO
FECAL
Controle 7,3 ±1,6 16,8 ±1,8 7,0 ±2,1 0,7 ±0,2 0,3 ±0,2
SP 10 pmol 4,8 ±1,3 2,2 ± 0,6* 3,8 ±1,2 0,5 ± 0,3 0,5 ± 0,3
8-Br-GMPc 2 nmol 4,7 ±1,9 3,7 ± 2,0* 1,0 ±0,5* 0,7 ± 0.4 0,3 ± 0,2
8-Br-GMPc 20 nmol 4,0 ±1,5 3,7 ±1,1* 4,0 ± 0,8 0,3 ± 0,2 0,2 ± 0,2
8-Br2 + SP 6,7 ± 0,9 9,3 ± 2,8 8,5 ± 2,0 0,7 ± 0,4 0,3 ± 0,2
8-Br 20 + SP 1,7±1,1 1,8 ±0,6* 1,5 ±0,5* 0,2 ± 0,2 0,3 ± 0,2
SAP = número de estiramentos 
HD = número de imersões de cabeça
* p < 0,05, ANOVA univariada seguida do teste de Newman-Keuls.
Influência do pré-tratamento central com IBMX sobre o efeito da SP
O tratamento i.c.v. com IBMX, um inibidor inespecífico de fosfodiesterases, 
aumentou de maneira significante a freqüência de entradas nos braços abertos 
sobre o total de entradas (Figura 35 A; F(s,35) = 4,5; p < 0,05) e o tempo de 
permanência nos braços abertos em relação ao tempo total (Figura 35 B; F(s.35) = 
4,6; p < 0,05), revertendo de maneira significante a redução promovida pela SP 
nos mesmos parâmetros.
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Figura 35 - Influência do tratamento com IBMX (0,2 e 2 nmol, i.c.v.) no efeito da SP 
(10 pmol, i.c.v.) sobre a freqüência de entradas nos braços abertos (A) e no 
tempo de permanência nos braços abertos (B) do LCE por um período de 5 
min. Cada coluna representa a média dos resultados obtidos e as barras 
verticais indicam os EPIM. Os asteriscos e cruzes denotam diferenças 
significantes (p < 0,05) em relação aos valores obtidos nos grupos controle 
(C) e tratado com SP, respectivamente, empregando-se a análise de variância 
ANOVA univariada seguida do teste de Newman-Keuls. O número de animais 
empregados por tratamento foi de 6.
Em relação ao número de entradas nos braços fechados (Figura 36 A; 
F(5, 35 )= 3,2; p < 0,05) e o número total de entradas em ambos os braços (Figura 
36 B: F(5,35)= 3,0; p < 0,05), o tratamento central com IBMX aumentou 
significativamente essas medidas em relação ao gmpo controle, revertendo de 
maneira significante, na dose de 0,2 nmol. a redução promovida pela SP nesses 
parâmetros.
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Figura 36 - Influência do tratamento com IBMX (0,2 e 2 nmol, i.c.v.) no efeito da SP 
(10 pmol, Í .C .V .)  sobre o número de entradas nos braços fechados (A) e em 
ambos os braços (B) do LCE em um período de 5 min. Cada coluna 
representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais indicam os 
EPM. Os asteriscos e cruzes denotam diferenças significantes (p < 0,05) em 
relação aos valores obtidos nos grupos controle (C) e tratado com SP, 
respectivamente, empregando-se a análise de variância ANOVA univariada 
seguida do teste de Newman-Keuls. O número de animais utilizados em cada 
tratamento foi de 6.
O tratamento com IBMX na dose de 0,2 nmol, quando utilizado 
isoladamente, aumentou o número de imersões de cabeça (p < 0,05), enquanto 
que os demais parâmetros analisados no LCE não foram alterados. Esse pré- 
tratamento não promoveu alterações significantes no efeito da SP injetada no 
ventrículo lateral, sobre os diversos parâmetros etológicos registrados no LCE 
(Tabela 16).
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Tabela 16 - Influência do tratamento com IBMX (0,2 e 2 nmol) sobre o efeito da 
SP (10 pmol, i.c.v.), em camundongos, no LCE (5 min). Os dados estão 
expressos como a média de 6 animais ± EPM.
PARAMETRO
TRATAMENTO
SAP HD LEVANTAR AUTO-
LiMPEZA
BOLO
FECAL
Controle 5,3 ± 0,4 22,0 ±3,2 9,0 ±2,1 1,6 ±0,3 0,3 ± 0,2
SP 10 pmol 4,8 ±1,3 2,2 ± 0,6* 3,8 ±1,2 0,5 ± 0,3 0,5 ± 0,3
IBMX 0,2 nmol 19,5 ±4,1* 26,1 ± 3,3 26,1 ± 3,3 1,1 ±0,2 0,5 ± 0,3
IBMX 2 nmol 13,2 ±3,2 15,1 ±2,8 15,1 ±2,8 1,1 ±0,4 0,2 ± 0,2
IBMX 0.2 + SP 9,0 ± 3,4 15,8 ±4,2 15,8 ±4,2 0,8 ± 0,3 0.3 ± 0,2
IBMX 2+ SP 5,3 ± 2,2 17,3 ±8,9 17,3 ±8,9 1,1 ±0,3 0,3 ± 0,3
SAP = número de estiramentos 
HD = número de imersões de cabeça
* p < 0,05, ANOVA univariada seguida do teste de Newman-Keuis.
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Determinação da atividade da NOS “ex vivo”
A determinação da atividade da NOS em membranas sinápticas isoladas 
do córtex cerebral de camundongos tratados com SP 10 pmol, mostrou que 
esse tratamento não produz alterações significantes nessa atividade quando 
comparada com os animais controle (PBS). Também não foi observada 
quaisquer diferenças de atividade comparando-se as dosagens feitas nos 
hemisférios direito e esquerdo dos cérebros (Figura 37).
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Figura 37 - Atividade da NOS ex vivo em membranas sinápticas cerebrais 
isoladas de animais previamente tratados com SP 10 pmol i.c.v. (2 ^l) . 
Cada coluna representa a média ± EPM . O número de animais 
empregados por tratamento foi de 6.
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CAMPO ABERTO
influência do pré-tratamento sistêmico com L-NOARG
A injeção i.p. de L-NOARG, um inibidor da NOS, aumentou de maneira 
significante a movimentação espontânea na dose de 2 nmol (F(3, 3i)= 3,46; p < 
0,05), mas não alterou o número de comportamentos de auto-limpeza (F(3, si)= 
0,45; p > 0,05) e de levantar (Fo, 3i)= 2,62; p > 0,05) e o número de bolos fecais 
(F(3, 31)= 0,54; p > 0,05), em relação aos resultados obtidos no grupo controle, 
como pode ser observado na Tabela 17.
Tabela 17 • Efeito do tratamento com doses crescentes de L-NOARG nos 
parâmetros registrados no teste do campo-aberto (5 min). Os dados estão 
representados como a média de 8-10 animais por tratamento ± EPM.
PARÂMETRO MOVIMENTAÇÃO LEVANTAR AUTO- BOLO FECAL
LIMPEZA
I.P. Baretta_____________________________________________________________ RESULTADOS
TRATAMENTO
Controle 26,9 + 4,8 6,1 ±1,6 2,1 ±0,5 0,5 ±0,2
L-NOARG 2 nmoi 68,3 ±16,2* 20,1 ±4,0* 3,0 ±0,8 0,1 ±0.1
L-NOARG 20 nmol 36,0 ±6,9 12,0 ±2,8 2,3 ±0,5 0,3 ±0,2
L-NOARG 200 nmol 54,8 ±8,2 18,1 ±5,9 3,2 ±1,2 0,4 ±0,2
* p < 0,05, ANOVA univaríada seguida do teste de Newman-Keuls.
Influência do pré-tratamento central com L-NAME
A injeção i.c.v. de L-NAME, um inibidor da NOS mais lipossolúvel que a L- 
NOARG, não alterou quaisquer parâmetros registrados no campo-aberto, como a 
movimentação espontânea (F(s, ei >= 0,63; p > 0,05), o número de comportamentos 
de auto-limpeza (F(5, ei)= 2,43; p > 0,05) e de levantar (F(5, ei)= 2,43; p > 0,05) e o 
número de bolos fecais (F(5,ei)= 2,47; p > 0,05), quando compara-se com os dados 
dos animais controle (Tabela 18).
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Tabela 18 - Efeito do tratamento com doses crescentes de L-NAME nos parâmetros 
registrados no teste do campo-aiserto (5 min). Os dados estão representados 
como a média de 8-10 animais por tratamento ± EPIM.
I.P. Baretta_______________________________________ _____________________ RESULTADOS
PARÂMETRO
TRATAMENTO
MOVIMENTAÇÃO LEVANTAR AUTO-LIMPEZA BOLO FECAL
Controle 69,7 ±6,3 22,4 ±2,7 2,3 ± 0,4 0,2 ± 0,1
L-NAME 1 nmol 57,2 ± 8,5 20,2 ± 6,6 3,5 ± 0,4 0,1 ±0.1
L-NAME 3 nmol 69,3 ± 12,5 18,1 ±4,8 2,4 ± 0,3 0,3 ± 0,2
L-NAME 10 nmol 64,1 ± 16,4 22,5 ± 5,9 1,8 ±0,5 0,9 ± 0,3
L-NAME 30 nmol 48,8 ± 6,6 11,3 ±2,6 3,0 ± 0,4 0,4 ± 0,2
L-NAME 100 nmol 59,0 ± 7,9 16,1 ± 2,6 3,6 ± 0,7 0,2 ± 0,2
Influência do pré-tratamento central com 7-NI
A injeção i.c.v. de 7-NI, um inibidor seletivo da NOSn, não modificx)u a 
movimentação espontânea (F(s, 29)= 0,07; p > 0,05), o número de comportamentos 
de auto-limpeza (F(5,29)= 0,16;p > 0,06) e de levantar (F(s, 29)= 0,79; p > 0,05) e o 
número de bolos fecais (P(5, 29)= 1,40; p > 0,05), no teste do campo-aberto, em 
relação o as animais controle (Tabela 19).
Tabela 19 • Efeito do tratamento com doses crescentes de 7-NI nos parâmetros 
registrados no teste do campo-aberto (5 min). Os dados estão representados 
como a média de 8-10 animais por tratamento ± EPM.
PARÂMETRO
TRATAMENTO
MOVIMENTAÇÃO LEVANTAR AUTO-LIMPEZA BOLO FECAL
Controle 63,4 ± 12,0 21,7 ±6,3 3,1 ±0,4 0,1 ± 0,1
7-NI 0,025 nmol 62,5 ± 7.8 22.0 ± 3,7 3,0 ± 0,6 1,0 ±0,4
7-NI 0,1 nmol 49,8 ±13,8 16,5 ± 5,5 3,0 ±1,0 1,5 ±0,5
7-NI 0,25 nmol 43,8 ±11,6 13,2 ±6.2 2,4 ±0,5 1,0 ±0,5
7-NI 2,5 nmol 94,6 ± 12,3 29,0 ± 6,3 2,8 ± 0,7 1,0 ±0,8
7-NI 25 nmol 81,0 ±11,9 20,6 ± 5,2 2,8 ± 0,9 0,2 ±0.2
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Influência do pré-tratamento central com SNAP ou NAP
A injeção i.c.v. de SNAP, um doador de NO, não alterou quaisquer 
parâmetros registrados no campo-aberto, como a movimentação espontânea 
(F(4, 49)= 2,20; p > 0,05); o número de comportamentos de auto-limpeza (F(4, 49)= 
0,89;p > 0,05); de levantar (F(4, 49)= 0,96; p > 0,05) e o número de bolos fecais 
(F(4,49)= 2,50; p > 0,05), quando comparados com os dados obtidos nos animais 
controle (Tabela 20).
Tabela 20 - Efeito do tratamento com doses crescentes de SNAP nos parâmetros 
registrados no teste do campo-aberto (5 min). Os dados estão representados 
como a média de 8-10 animais por tratamento ± EPM.
PARÂMETRO
TRATAMENTO
MOVIMENTAÇÃO LEVANTAR AUTO-LIMPEZA BOLO FECAL
Controle 78,0 ±7,1 19,2 ± 3,1 2,9 ± 0,5 0,8 ± 0,3
SNAP 0,02 pmol 57,0 ± 8.2 12,4 ±2,9 2,3 ± 0,4 1,0 ±0,5
SNAP 0,2 pmol 77,0 ± 10,9 20,3 ± 3,4 2,2 ± 0,3 0,2 ±0,1
SNAP 2,0 pmol 92,6 ±10,0 22,4 ± 5,2 2,5 ±0,7 0,2 ±0,1
SNAP 20 pmol 62,5 ± 34,0 19,8 ±4,3 2,5 ± 0,5 0,1 ±0.1
A injeção i.c.v. de NAP, molécula precursora do SNAP, não modificou a 
movimentação espontânea (F(4,49)= 1,23; p > 0,05), o número de comportamentos 
de auto-limpeza (F(4, 49)= 0,35; p > 0,05), de levantar (F(4, 49)= 2,69; p > 0,05) e o 
número de bolos fecais (F(4, 49)= 1,25; p > 0,05) no teste do campo-aberto, em 
relação ao grupo controle (Tabela 21).
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Tabela 21 - Efeito do tratamento com doses crescentes de NAP nos parâmetros 
registrados no teste do campo-aberto (5 min). Os dados estão 
representados como a média de 8-10 animais por tratamento.
LP. Baretta_____________________________________________________________ RESULTADOS
PARAMETRO
TRATAMENTO
MOVIMENTAÇÃO LEVANTAR AUTO-LIMPEZA BOLO FECAL
Controle 66,0 ± 8,3 16,0 ± 3,7 2,3 ±0,4 0,5 ±0,1
NAP 0,02 pmol 48,4 ±6,9 10,5 ± 1,1 2,2 ± 0,4 0,4 ± 0,2
NAP 0,2 pmol 54,2 ± 6,3 12,3 ±1,8 1,7 ±0,3 0,3 ±0,1
NAP 2,0 pmol 65,5 ± 5,6 17,5 ±2,7 2,0 ± 0,3 0,1 ±0,1
NAP 20 pmol 58,6 ± 6,3 23,5 ± 4,6 2,2 ± 0,5 0,7 ±0,3
Influência do pré-tratamento de inibidores de NOS sobre o efeito da SP
A injeção i.p. de L-NOARG não alterou o efeito da SP (i.c.v.) sobre 
quaisquer parâmetros observados no campo aberto. A Tabela 22 mostra os 
dados relativos à movimentação espontânea (F(3,31)= 2,10; p > 0,05), o número 
de comportamentos de auto-limpeza (F(3.3i)= 0,47; p > 0,05) e de levantar (Fo. 
31)= 1,26; p > 0,05) e o número de bolos fecais (F<3, 3i)= 1,35; p > 0,05), em 
relação aos resultados obtidos no grupo controle.
Tabela 22 - Influência do tratamento com L-NOARG (20 nmol, i.p.) sobre o efeito 
da SP (10 pmol, i.c.v.) nos parâmetros registrados no teste do campo- 
aberto (5 min). Os dados estão representados como a média de 8-10 
animais por tratamento ± EPM.
PARÂMETRO MOVIMENTAÇÃO LEVANTAR AUTO-LIMPEZA BOLO FECAL
TRATAMENTO
Controle 139,9 ± 29,3 35,4 ±4,6 1,3 ±0,2 0,6 ±0,3
SP 10 pmol 84,0 ±1,8 27,3 ±7,3 1,3 ±0,4 0,4 ±0,2
L-NOARG 20 nmol 100,4 ±15,0 20,3 ±6,5 1,8 ±0,6 0,1 ±0,1
L-NOARG + SP 143,3 ±20,4 23,2 ±12,4 1,3 ±0,3 0,1 ±0,1
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A injeção i.c.v. de L-NAME, um inibidor de NOS mais lipossolúvel, também 
não alterou o efeito da SP i.c.v. sobre quaisquer parâmetros observados no campo 
aberto, como mostrado na Tabela 23 em relação à movimentação espontânea (L- 
NAME 1.0: F(3.3i)= 1.02; p > 0,05; L-NAME 3.0: F(3.3i)= 1,65; p > 0,05; L-NAME 30: 
F(3. 31)= 1,70; p > 0,05), o número de comportamentos de auto-limpeza (L-NAME 
1,0: F(3. 31)= 1,40; p  > 0,05; L-NAME 3,0: Fo, 3i)= 0,69; p  > 0,05; L-NAME 30: F(3. 
31)= 1,75; p > 0,05) e de levantar (L-NAME 3,0: F(3,3i)= 0,39; p > 0,05) e o número 
de bolos fecais (L-NAME 1,0: F(3,3i)= 0,9; p > 0,05; L-NAME 3,0: Fp. si)= 1,03; p 
> 0,05; L-NAME 30: F(3,3i)= 1,1; p > 0,05).
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Tabela 23 - Influência do tratamento com L-NAME (1, 3 e 30 nmol, i.c.v.) sobre o 
efeito da SP (10 pmol, i.c.v.) nos parâmetros registrados no teste do campo- 
aberto (5 min). Os dados estão representados como a média de 8-10 animais 
por tratamento ± EPM.
PARÂMETRO MOVIMENTAÇÃO LEVANTAR AUTO-LIMPEZA BOLO FECAL
TRATAMENTO
Controle 65,8 ±10,4 7,8 ±1,4 2.1 ±0.4 0.5 ±0.3
SP 10 pmol 42,9 ±7,6 10.8 ±3.5 2.6 ± 0.6 0.4 ±0.2
L-NAME 1 nmol 59,9 ± 6,9 11.5 ±2.8 1.5 ±0.3 0.3 ± 0.2
L-NAME 3 nmol 63,9 ±7,1 12,0 ±3,0 1.8 ±0.5 0.1 ±0.1
L-NAME 30 nmol 62,8 ± 7,4 12,4 ±4.2 2.2 ± 0.4 0.2 ±0.1
L-NAME 1 + SP 55,0 ± 5,0 10,3 ±1,7 2.0 ± 0.4 0.2 ± 0.2
L-NAME 3 + SP 56,4 ± 6.7 11,4 ±3,6 2.6 ± 0.6 0.1 ±0.1
L-NAME 30 + SP 57,2 ± 7.1 12,0 ±3,8 3.4 ± 0.5 0.2 ±0.1
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O inibidor seletivo de NOSn, 7-NI, aumentou significativamente a 
movimentação espontânea quando utilizado isoladamente (7-NI 0,025: F(3,3i)= 4,0; 
P > 0,05; 7-NI 0,25: Fo, 3i)= 3, 87; P > 0,05) e comparado com o grupo tratado com 
SP, porém não promoveu alteração significante neste parâmetro, quando 
associado a SP. Em relação aos outros parâmetros registrados no campo-aberto, 
o pré-tratamento i.c.v. com 7-NI, utilizado isoladamente, não os alterou nem 
influenciou os efeitos da SP, como pode ser verificado na Tabela 24 para as 
medidas comportamentos de auto-limpeza (7-NI 0,025: Fp, ai)= 1,1; p > 0,05 ;7-NI 
0,25: F(3,31)= 1, 04; p > 0,05) e de levantar (7-NI 0,025: F(3,3i)= 1, 38; p > 0,05; 7-NI 
0,25: F(3, 31)= 1, 42; p > 0,05) e número de bolos fecais (7-NI 0,025: F(3,3i)= 0,9; p > 
0,05; 7-NI 0,25: F(3.31)= 0, 86; p > 0,05).
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Tabela 24 - Influência do tratamento com 7-NI (0,025 e 0,25 nmol, l.c.v.) sobre o 
efeito da SP (10 pmol, i.c.v.) nos parâmetros registrados no teste do campo- 
aberto (5 min). Os dados estão representados como a média de 8-10 animais 
por tratamento ± EPM.
PARAMETRO
TRATAMENTO
MOVIMENTAÇÃO LEVANTAR AUTO-LIMPEZA BOLO FECAL
Controle 68,4 ±10,4 10,9 ± 3,4 2,1 ± 0,4 0,1 ± 0,1
SP 10 pmol 36,4 ± 8,7 7,8 ± 3,8 2,0 ± 0,5 0,3 ± 0.2
7-NI 0,025 nmol 79,2 ±11,3^ 14,7 ± 5,0 3,2 ± 0,4 0,2 ± 0,2
7-NI 0,25 nmol 80,9 ±13,5* 16,9 ±4,8 3,4 ± 0,7 0,1 ±0,1
7-NI 0,025 + SP 66,2 ± 9,9 19,8 ± 8,2 2,1 ± 0,3 0,2 ± 0,1
7-NI 0,25 + SP 67,6 ±11,4 21,5 ±7,3 2,3 ± 0,8 0,3 ± 0,2
82
Influência do pré-tratamento com doador de NO sobre o efeito da SP
A injeção i.c.v. de SNAP, substância doadora de NO, aumentou 
significativamente a movimentação espontânea (SNAP 0,02: F(3.3i) = 28,3; p < 
0,001; SNAP 2,0: F(3.3i) = 22,3 p < 0,001) e o comportamento de levantar (SNAP 
0,02: F(3,31) = 9,3; p < 0,001; SNAP 2,0: Fo.si) = 19,7 p < 0,001), quando os 
resultados obtidos foram comparados com os resultados da SP. Em relação aos 
parâmetros auto-limpeza (SNAP 0,02: F(3,31) = 1,9; p > 0,05; SNAP 2,0: F(3,31) = 
1,5; p > 0,05) e número de bolos fecais (SNAP 0,02: F(3,31) =1,4; p > 0,05; SNAP 
2,0: F(3,31) = 0,2; p > 0,05), os mesmos não foram alterados quando comparados 
ao grupo controle, como pode ser visto na Tabela 25.
Tabela 25 - Influência do tratamento i.c.v. com SNAP 0,02 e 2 pmol sobre o efeito da 
SP (10 pmol, Í.C.V.) nos parâmetros registrados no teste do campo-aberto (5 
min). Os dados estão representados como a média de 8-10 animais por 
tratamento ± EPM.
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PARAMETRO 1 
TRATAMENTO
MOVIMENTAÇAO LEVANTAR AUTO-LIMPEZA BOLO FECAL
Controle 89,7 ± 6,2 15,4 ±1.7 2,4 ± 0.4 0,3 ± 0,2
SP 10 pmol 31,2 ±4,8 1,0 ±0,4 1,4 ±0,4 0,4 ± 0,2
SNAP 0,02 pmol 67,6 ± 8,3* 13,0 ±3,5 2,6 ± 0,5 0,8 ± 0,4
SNAP 2,0 pmol 81,5 ±8,6* 20,1 ± 3,2 2,8 ±0,8 0,4 ± 0,2
SNAP 0,02 + SP 50,1 ±2,7* 10,1 ±1,5 1,8 ±0,3 0,4 ± 0,2
SNAP 2.0 + SP 62,0 ± 6,2* 7 ,3 ± 1 ,r 1,8 ±0,4 0,3 ± 0,2
* p < 0,05, p < 0,05 (em relação a SP), ANOVA univariada seguida do teste de Newman-Keuls
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Influência do pré-tratamento central com NAP sobre o efeito da SP
A injeção i.c.v. de NAP, molécula precursora do SNAP, aumentou de 
maneira significante a movimentação espontânea (NAP 0,02: F(3,3i) = 22,4; p < 
0,001; NAP 2,0: F(3,3i) = 19,8 p < 0,001) e o comportamento de levantar (NAP 
0,02: F(3,31) = 7,9; p < 0,001; NAP 2,0: F(3.31) = 18,0 p < 0,001) nos animais 
controles e tratados I.c.v. com SP 10 nmol, mas não alterou o comportamento de 
auto-limpeza (NAP 0,02: F(3,31) = 0,9; p > 0,05; NAP 2,0: F(3,31) = 1,1; p > 0,05) 
e número de bolos fecais (NAP 0,02: F(3,31) =0,9; p > 0,05; NAP 2,0: F(3,31) = 
0,2; p > 0,05), em relação aos resultados obtidos no grupo controle, como pode 
ser observado na Tabela 26.
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Tabela 26 - Influência do tratamento i.c.v. conn NAP (0,02 e 2 pmol) sobre o efeito da 
SP (10 pmol, i.c.v.) nos parâmetros registrados no teste do campo-aberto (5 
min). Os dados estão representados como a média de 8-10 animais por 
tratamento ± EPM.
PARÂMETRO MOVIMENTAÇÃO LEVANTAR AUTO-LIMPEZA BOLO FECAL
TRATAMENTO
Controle 89,7 ±5,3 13,4 ±1,4 2,6 ±0,3 0,4 ±0,2
SP 10 pmol 33,0±3,4 1,7 ±0,8 1,5 ±0,2 0,6 ±0,2
NAP 0,02 pmol 60,6 ±8,3* 16,0 ±3,5 2,2 ±0,4 0,7 ±0,3
NAP 2,0 pmol 72,5 ±8,6* 21,2 ±2,2 3,0 ±0,6 0,3 ±0,2
NAP 0,02 + SP 49,2 ±2,7* 13,2 ±2,5 1,2 ±0,3 0,5 ±0,1
NAP 2,0 + SP 59,3 ±6,2* 8,2 ±1,4* 1,5 ±0,2 0,4 ±0,1
* p< 0,05, * p < 0,05 (em relação a SP), ANOVA unívariada seguida do teste de Newman-Keuls.
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Influência do pré-tratamento central com 8-Br-GMPc sobre o efeito da SP
A injeção i.c.v. de 8-Br-GMPc, um análogo do GMPc, quando utilizado 
isoladamente ou associado a SP, reduziu de maneira significante a movimentação 
espontânea (F(s,35) = 10,8; p < 0,01), o número de comportamentos de levantar 
(F(5,35) = 6,6; p < 0,01), e de auto-limpeza (F{5,35) = 11,6; p < 0,01), sem alterar o 
número de bolos fecais (F{5.35) = 0,4; p > 0,05), no teste do campo-aberto, em 
relação aos animais controle (Tabela 27).
Tabela 27 - Influência do tratamento i.c.v. com 8-Br-GMPc (2,0 e 20 nmol) sobre o 
efeito da SP (10 pmol, i.c.v.) nos parâmetros registrados no teste do campo- 
aberto (5 min). Os dados estão representados como a média de 8-10 animais 
por tratamento ± EPM.
PARAMETRO MOViMENTAÇAO LEVANTAR AUTO-LIMPEZA BOLO FECAL
TRATAMENTO
Controle 95,3 ±10,2 15,0 ±1,8 3,0 ±0,3 0,3 ±0,2
SP 10 pmol 26,8 ±4,9* 2,3 ± 0 ,8* 0,7 ±0,3* 0,3 ±0,2
8-Br-GMPc 2 nmol 33,2 ±6,0* 4,0 ±1,3* 0,3 ±0,2* 0,3 ±0,2
8-Br-GMPc 20 nmol 48,5 ±9,3* 2,0 ±1,4* 0,8 ±0,3* 0,2 ±0,2
8-Br-GMPc 2 + SP 61,3 ±5,1* 10,0 ±2,7 1,1 ±0,3* 0,5 ± 0,2
8-Br-GMPc 20 + SP 35,2 ±8,9* 6,3 ±2,8* 0,3 ±0,2* 0,2 ±0,2
* p < 0,05, ANOVA univaríada seguida do teste de Newman-Keuls.
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Influência do pré-tratamento central com IBMX sobre o efeito da SP
A injeção i.c.v. de IBMX, um inibidor inespecífico de fosfodiesterases, 
utilizado isoladamente não alterou os parâmetros avaliados, com exceção do 
comportamento de levantar que foi aumentado significantemente na dose de 2,0 
nmol. Quando o IBMX foi associado a SP (10 pmol) i.c.v. reverteu o efeito da SP 
sobre a movimentação espontânea (F(s.35) = 2,5; p < 0,05), o número de 
comportamentos de levantar (F(5,3S) = 3,2; p < 0,05) e de auto-limpeza (F(5.35) = 5,7; 
p < 0,01), sem alterar o número de bolos fecais (P(5.35) = 0,3; p > 0,05), no teste do 
campo-aberto, como mostra a Tabela 28.
Tabela 28 - influência do tratamento i.c.v. com IBMX (0,2 e 2,0) nmol sobre o efeito 
da SP (10 pmol, i.c.v.) nos parâmetros registrados no teste do campo-aberto 
(5 min). Os dados estão representados como a média de 8-10 animais por 
tratamento ± EPM.
PARÂMETRO MOVIMENTAÇÃO LEVANTAR AUTO-LIMPEZA BOLO FECAL
TRATAMENTO
Controle 78,5 ±17,0 9,8 ±1,9 1,3 ±0,2 0,3 ±0,2
SP 10 pmol 26,8 ±4,9* 2,3 ±0,8 0,7 ±0,3 0,3 ±0,2
IBMX 0,2 nmol 59,5 ±4,0 9,3 ±1,7 2,2 ±0,3 0,3 ±0.2
IBMX 2,0 nmol 67,7 ±10,8 17,0 ±3,2* 2,8 ±0,6 0,3 ±0,2
IBMX 0,2 + SP 74,0 ± 14,9 5,1 ± 1,3 1,5 ±0,3 0,5 ±0,2
IBMX 2,0 + SP 53,3 ±11,9 13,7 ±5,8 3,2 ±0,4* 0,2 ±0,2
* p < 0,05, ANOVA univaríada seguida do teste de Newman-Keuls.
86
5 - DISCUSSÃO
De acordo com Brandão (1995), existem tantas definições de ansiedade 
quanto as causas de sua manifestação. De modo geral, a ansiedade pode ser 
definida como um estado subjetivo de apreensão ou tensão, difuso ou vago, 
freqüentemente acompanhado por alterações fisiológicas como aumento da 
pressão arterial, da freqüência cardíaca, da respiração, urgência de micção ou 
defecação. A ansiedade é também um impulso motivacional fundamental em 
muitas fonnas de comportamento e, como o medo, tem importante significado 
adaptativo e, provavelmente, evolutivo. O medo difere da ansiedade na medida 
em que é uma resposta a uma ameaça conhecida, externa, definida. A 
ocorrência repetida do medo pode provocar uma reatividade neuroendócrina ou 
autônoma intensa e duradoura que, aliada ao conflito, pode resultar em 
ansiedade. Dentro de uma perspectiva evolucionáría, a ansiedade e o medo 
têm suas raízes nas reações de defesa dos animais frente a estímulos que 
representam perigo ou ameaça à sobrevivência. Estes podem ser estímulos 
ambientais, alterações no ambiente natural, estímulos nociceptivos ou o 
confronto com predadores. Frente a eles, os animais procuram responder 
segundo quatro estratégias comportamentais básicas: fuga, imobilização, 
ataque defensivo ou submissão (Blanchard et a/., 1993). As abordagens 
experimentais para avaliar a ansiedade levam em conta essas estratégias dos 
animais e tanto a ansiedade quanto o medo são freqüentemente tratados de 
forma unitária, ou seja, como uma emoção única, mesmo quando os estímulos 
e situações que supostamente desencadeiam estas emoções podem ser 
diferenciados em ameaças potenciais e reais. Na maioria das vezes, a 
ansiedade é inferida a partir de análise das respostas comportamentais de 
diferentes espécies, geralmente roedores, frente a estímulos aversivos, 
con-elacionando-se os comportamentos observados com diferentes indicadores 
fisiológicos e neuroquímicos. Existem várias abordagens experimentais em 
uso, todas com aspectos positivos e negativos, levando-se em conta três 
critérios básicos de análise: previsibilidade da resposta farmacológica, 
semelhança fenomenológica e validade teórica, isto é, envolvimento de 
mecanismos básicos similares (Wiliner, 1991). File (1992), fazendo uma análise 
fatorial das medidas comportamentais registradas em três diferentes modelos
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experimentais, observou que os parâmetros em cada paradigma relacionavam- 
se a diferentes tipos de ansiedade, reforçando a hipótese da heterogeneidade 
da ansiedade avaliada experimentalmente à semelhança do que ocorre em 
humanos.
A respeito do substrato neuroquímico da ansiedade, muitos 
neurotransmissores parecem estar envolvidos na sua gênese, sendo que o 
grau e a forma como ocorre esse envolvimento parece depender do tipo de 
ansiedade estudada nos diferentes modelos experimentais (Pratt, 1992). Entre 
os principais neurotransmissores envolvidos na modulação da ansiedade 
podemos citar os aminoácidos excitatórios, a serotonina, a noradrenalina, a 
dopamina, o hormônio liberador de corticotrofina, a corticosterona, a 
colecistocinina (Graeff et al., 1993). Recentemente vêm sendo sugerido 
experimentalmente que outros neurotransmissores participam desse substrato. 
Dentre esses, o NO tem sido proposto como um modulador da ansiedade 
experimental em diferentes modelos experimentais e espécies animais (Quock 
e Nugyen, 1992; Caton et a/.,1994; Guimarães et al., 1994; Volke et al., 1995, 
1997; Faria et a i, 1997, Oliveira et a i, 1997; Faria, 1998), participando também 
no substrato neuroquímico dos comportamentos aversivos e de defesa (Lovick 
e Key, 1996; Chiavegatto et al., 1998). Nossos resultados mostram que o pré- 
tratamento sistêmico (i.p.) ou central (i.c.v.) com inibidores de NOS (L-NOARG, 
L-NAME e 7-NI, respectivamente) não promovem per se alterações 
significativas nas medidas registradas no LCE, quando analisamos as curvas 
dose-resposta desses compostos no paradigma experimental usado. No 
entanto, em algumas doses estes inibidores nrastram uma tendência a 
aumentar os parâmetros de exploração dos braços abertos. Isso é o que ocorre 
para os seguintes tratamentos; 20 nmol de L-NOARG i.p.; 1, 3 e 30 nmol de L- 
NAME i.c.v.; 0,1 e 0,25 nmol de 7-NI i.c.v. Quando essas doses são analisadas 
individualmente, fazendo-se comparações com os respectivos grupos controle, 
esse aumento é estatisticamente significante (p< 0,05; teste t de Student não 
pareado) na freqüência de entradas (0,25 nmol) e no tempo despendido (0,1 
nmol) nos braços abertos do LCE para o 7-NI, o que é indicativo de uma ação 
do tipo ansiolítica, como já descrita para os inibidores da NOS por vários 
autores, em estudos empregando doses muito maiores que as usadas no 
presente estudo. Na literatura, os estudos com a administração de inibidores da
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NOS i.p. (Oliveira et a i, 1997) ou diretamente na PAG (Guimarães et al., 1994), 
no modelo experimental (LCE) em outra espécie animal (ratos), mostraram 
efeitos do tipo ansiolíticos para esses compostos, com um aumento seletivo 
nos parâmetros de exploração dos braços abertos. A mesma atividade foi 
observada em outros estudos submetendo ratos ou camundongos ao LCE ou 
ao teste de interação social após tratamento com diferentes inibidores da NOS 
(Volke et al., 1995, 1997; Faria et al., 1997; Faria, 1998), indicando que o NO 
produz um efeito do tipo ansiogênico. Um achado bioquímico que indiretamente 
reforça essa hipótese é a demonstração de que o NO é capaz de diminuir a 
liberação de GABA no SNC em diversas regiões (Semba et al., 1995). Todos 
esses estudos, entretanto empregam sempre doses e esquemas de tratamento 
de inibidores da NOS, L-NOARG e L-NAME que podem alteram a pressão 
arterial dos animais, fato que por si só pode levar a modificações no 
comportamento observado no LCE (Paré, 1992; Frussa-Filho et al., 1993; 
Nakamura-Palacios, 1993; Courvoisier et al., 1996; Kulikov et al., 1997) e esta 
probabilidade não é aventada na discussão dos resultados obtidos, como se 
fosse de menor importância. Apenas Faria (1998) procedeu ao controle da 
pressão arterial dos animais, mostrando que as doses de inibidores 
empregadas em seu estudo, que promoviam uma ação do tipo ansiolítica, não 
promoviam alterações cardiovasculares significantes. A esse respeito, 
recentemente foi demonstrado que o 7-NI, que inibe preferencialmente a NOSn 
In vivo (Moore et al., 1993), ao contrário do L-NAME, não altera a pressão 
arterial dos animais tratados (Wang et al., 1995). Em nosso estudo, nenhum 
inibidor da NOS, assim como a SP isolada, produziu alteração significativa da 
pressão arterial registrada pelo método invasivo em ratos anestesiados (dados 
não apresentados).
Quanto ao envolvimento do NO na modulação dos estados aversivos, há na 
literatura resultados contraditórios aos acima descritos, como aqueles obtidos 
por Quock e Nugyen (1992) e Caton et al. (1994) demonstrando que o 
tratamento sistêmico com L-NOARG, um inibidor da NOS, bloqueia o efeito 
ansiolítico do clordiazepóxido em camundongos submetidos ao teste do LCE. A 
administração i.c.v. de L-Arg, um precursor de NO, reverteu esse bloqueio, 
indicando indiretamente que o NO parece exercer um efeito ansiolítico e não 
ansiogênico, como proposto pelos estudos citados anteriomnente. Essa
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suposição está de acordo c»m os achados de Lovick e Key (1996) mostrando 
que o NO inibe a atividade neuronal na PAG, estrutura que indubitavelmente 
faz parte do substrato neural dos comportamentos aversivos e de defesa (Olds 
e Olds, 1963; Graeff, 1984; LeDoux, 1986; Davis, 1990; Canteras et al., 1997). 
Relacionado a esses dados, Chiavegatto et al. (1998) observaram um aumento 
na atividade da NOS e conseqüente acúmulo de GMPc na PAG de ratos após 
exposição a um predador, sugerindo o envolvimento da via NO-GMPc nas 
respostas de medo inato. Além disso, camundongos com supressão de genes 
que determinam a síntese de NOSe (“eNOS knockouf) apresentam uma 
redução no tempo despendido nos braços abertos do LCE e concomitante 
aumento no tempo de permanência nos braços fechados, efeitos esses 
indicativos de uma ação ansiogênica nos animais “eNOS knockouf, isto é, 
teoricamente sem produção de NO (Huston et al., 1997). Essa observação, no 
entanto, deve ser levada em consideração com cautela, pois embora não haja 
síntese de NOSe nesses animais, a síntese de NOSn provavelmente está 
inalterada, o que poderia promover, no nosso entender, uma ação ansiogênica 
pela produção de NO no SNC, como proposto no presente estudo.
Essas aparentes contradições indicam que o papel do NO na modulação 
da ansiedade experimental precisa ser melhor investigado. Assim, no presente 
estudo, empregamos um doador de NO (SNAP) tentando conseguir mais 
subsídios para esclarecer essa questão. O SNAP per se aumentou os 
parâmetros de exploração dos braços abertos do LCE, isto é, observou-se um 
incremento nas entradas e no tempo de permanência nos braços abertos. Pode 
parecer discrepante o fato de um doador de NO (SNAP), em pequenas doses 
(pmol), promover respostas semelhantes aos inibidores de NOS. Contudo, 
deve-se notar que os inibidores de NOS atuam de maneira específica sobre a 
GCS, enquanto que o SNAP pode estar ativando as demais guanilato ciclases, 
devido ao aumento não só de NO como também de monóxido de carbono 
(CO), entre outros radicais livres (Schmidt, 11992; Inge et al., 1996; Snyder et 
al., 1998; Stone e Marletta, 1998). Devido o NO ser um gás difusível, pode 
ainda atuar em outras estruturas que não só aquelas envolvidas na modulação 
da ansiedade. Portanto, os resultados observados seriam uma somatória dos 
seus efeitos próprios e, provavelmente, da liberação e/ou modulação de outras 
substâncias. Assim, à primeira vista parece que o envolvimento do NO no
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fenômeno estudado não é de fácil entendimento, porém é preciso levar em 
consideração a probabilidade deste resultado ser um resultado falso-positivo 
pois, até agora, analisamos apenas os parâmetros relativos à exploração dos 
braços abertos. Ao se fazer uma análise das outras medidas registradas no 
LCE, verificamos que o SNAP produz um aumento nos parâmetros que avaliam 
a atividade motora no LCE (número de entradas nos braços fechados e, 
secundariamente, número total de entradas, além do número de imersões de 
cabeça), observações estas confimnadas pela tendência a apresentar uma 
atividade motora exacerbada no teste do campo-aberto, o que certamente 
distorce o registro dos outros parâmetros analisados. Esses achados nos 
levam a sugerir que os efeitos observados no LCE após o tratamento central 
com SNAP são tão somente reflexo de um aumento inespecífico na atividade 
motora basal dos animais. Confirmando nossa hipótese de que o NO apresenta 
um efeito do tipo ansiogênico, o SIN-1 (cloridrato de 3-morfolino-sidnonimina; 
150 nmol), outro doador de NO e do anion superóxido(02')> administrado 
diretamente na PAG de ratos avaliados no campo-aberto, promove uma 
resposta ansiogênica, sem alterar a atividade motora dos animais, como 
esperado para compostos com essa atividade, em concordância com o que 
estamos propondo no presente estudo para o NO (Del Bel et a/., 1997).
Com o emprego do NAP, precursor do SNAP sem capacidade de liberar 
NO in vitro (Mitrovic et a!., 1994), não esperaríamos observar quaisquer efeitos 
desse composto isolado. No entanto, esse tratamento produziu, em algumas 
doses extremas da curva dose-resposta (0,02 e 20 pmol), um efeito 
semelhante ao SNAP, isto é, promoveu um aumento no tempo de pemianência 
nos braços abertos, além de aumentar o número total de entradas em ambos 
os braços e o número de imersões de cabeça, parâmetros esses relacionados 
à atividade motora (Rodgers, 1997). Uma primeira hipótese para explicar esse 
efeito seria uma interação do NAP com compostos presentes no organismo 
favorecendo a fonnação do SNAP, levando então à obtenção de resultados 
similares a esse último composto. Na verdade, crenras que o aumento no 
tempo despendido nos braços abertos promovido pelo NAP é também 
conseqüência de uma ativação motora, sendo reflexo do aumento observado 
no número de entradas em ambos os braços do LCE.
Por outro lado, os neuropeptídeos liberados em diversas áreas do cérebro
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podem agir como neurotransmissores e moduladores, sendo considerados 
moduladores ideais, pois transportam mais informações que, por exemplo, os 
aminoácidos ou tanto quanto as monoaminas, transmissores clássicos, 
permitindo aos animais uma adaptação rápida às mudanças ambientais 
(Landgraf, 1995), fatos que reforçam a hipótese de que os neuropeptídeos e as 
neurocininas, em particular, podem agir como neuromoduladores da 
ansiedade. A influência das neurocininas na ansiedade experimental foi 
anteriormente descrita por diversos autores, como colocado na introdução do 
presente trabalho. A SP, agonista natural preferencial dos receptores NKi, 
promoveu per se, no presente estudo, um efeito do tipo ansiogênico, reduzindo 
a freqüência de entradas e o tempo despendido nos braços abertos do LCE. 
Essas observações confirmam os dados obtidos anteriormente em nossos 
laboratórios, mostrando que a injeção i.c.v. de agonista seletivos (naturais ou 
sintéticos) de receptores NKi, como a SP e a SP-metil-éster, leva a redução na 
freqüência de entradas e no tempo despendido nos braços abertos do LCE, 
enquanto que o bloqueio seletivo deste receptor pelo FK-888 promove efeito 
contrário (Teixeira, 1995, Teixeira et al. 1995, 1996), sugerindo o envolvimento 
das neurocininas na modulação da ansiedade experimental. Em concordância 
a esses dados, Unger et al. (1988) mostrou que a SP induz reações 
cardiovasculares de defesa em ratos, enquanto Aguiar e Brandão (1996) 
observaram que a SP apresenta efeitos pró-aversivos quando micro-injetada 
na dPAG. Estes achados experimentais concordam com os dados clínicos 
obtidos por Fehder et al. (1997) que verificaram um aumento dos níveis 
sangüíneos periféricos de SP em resposta à ansiedade psicológica em 
humanos. Esses autores propuseram que a SP serviria como um mediador nas 
reações imunológicas produzidas por estresse. Ainda a esse respeito, Ikeda et 
al. (1995) sugeriram que a SP estaria envolvida na defecação induzida pelo 
estresse em ratos. Outros estudos mostram que a SP está diretamente 
envolvida na modulação das reações de estresse e defesa, em ratos (Brodin et 
al., 1994) e gatos (Shaikh et al., 1993), no sistema límbico. Estudos clínicos, 
entretanto, mostraram um relação inversa entre os níveis de SP no líquido 
céfalo-raquidiano e a intensidade de ‘tensão interna” e “ansiedade psíquica” 
expressa por pacientes (Almay et al., 1988). A maioria desses pacientes, 
todavia, apresentava um quadro de dor crônica, e é bem conhecido que os
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estímulos dolorosos aumentam a liberação de met-encefalina (Le Bars et al., 
1987). Vários estudos reforçam essa sugestão de que os níveis de ansiedade 
experimental podem ser modulados pela manipulação de mecanismos centrais 
que envolvem especificamente os receptores neurocinérgicos NKi. A 
administração i.p. de CP 96345, um agonista do receptor NKi, em 
camundongos, aumenta tanto a latência para entrada dos animais no 
compartimento escuro da caixa claro-escuro, como o tempo despendido no 
compartimento claro, sugerindo uma ação do tipo ansiolítica para esse 
composto (Zemig et al., 1993). No entanto, o fato deste composto reduzir a 
atividade motora e o comportamento de levantar dos animais nas mesmas 
doses, toma difícil separar a influência do efeito depressor motor da possível 
ação ansiolítica do antagonista NKi em questão. Recentemente, outro 
antagonista NKi, CGP 49823, mostrou efeitos ansiolíticos no teste de interação 
social em ratos (File, 1997), reforçando a hipótese de que a SP desempenha 
papel modulatório nos estados de ansiedade.
Em síntese, nossos resultados sobre a participação das neurocininas e, em 
particular dos receptores NKi na ansiedade experimental, avaliada no LCE em 
camundongos, confirmaram a ação do tipo ansiogênica da SP administrada 
centralmente em camundongos avaliados no LCE, efeito esse já observado em 
estudos anteriores em nossos e outros laboratórios.
Os sítios anatômicos em que estão presentes os receptores de SP estão 
co-localizados com células imunorreativas à NOS em estruturas neurais 
relacionadas à expressão dos comportamentos de defesa e ansiedade, como 
no córtex pré-frontal que faz conexão com os núcleos septal lateral, mediai da 
amígdala, intersticial da estria temiinal, alimentando o circuito de defesa ao 
nível hipotalâmico e que, por sua vez, projeta para a PAG, colículo superior e 
núcleo cuneiforme. O fato de existir esta co-localização e de tanto o NO como 
a SP promoverem efeitos ansiogênicos, como já discutido anteriomiente, não 
garante a participação do NO no efeito da SP, objetivo de investigação no 
presente estudo.
Para tal fim, procedemos o pré-tratamento sistêmico ou central dos animais 
com inibidores de NOS e posterior injeção i.c.v. de SP, observando uma 
reversão completa dos efeitos do tipo ansiogênico da SP em camundongos 
avaliado no LCE. Essa reversão é verificada pela análise dos parâmetros de
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exploração dos braços abertos nos animais tratados com SP (pré-tratados c»m 
inibidores da NOS), que passam a apresentar valores semelhantes aos dos 
animais controle, sugerindo que o NO participa da ação do tipo ansiogênica 
produzida da SP. Realmente, vários estudos mostram que alguns efeitos 
periféricos e centrais da SP parecem ser mediados pelo NO (Ziche et a i, 1994; 
Goetti e Larson, 1996; Sakurada etal., 1996; Holzer, 1997).
Mancuso et al. (1994) registraram uma redução nos efeitos da SP sobre a 
atividade locomotora e ingesta alimentar de ratos, após o uso de L-NAME, 
confimriando que o NO parece modular os efeitos da SP, como sugerido por 
nossos resultados com o pré-tratamento com inibidores da NOS e posterior 
administração central de SP. Adicionalmente, nossos dados mostram que o 
pré-tratamento central com o SNAP, doador de NO, exacerba os efeitos 
motores da SP, como demonstrado pelo aumento das entradas nos braços 
fechados do LCE e confimiado no campo-aberto. O NAP, precursor do SNAP, 
promoveu o mesmo tipo de efeito, isto é, exacerbou os efeitos da SP sobre a 
atividade locomotora. Esses achados reforçam a hipótese de que existe uma 
relação causai entre o NO e a SP, ou vice-versa.
Ainda assim, fica difícil garantir essa relação causa-efeito entre a SP e o 
NO, isto é, afirmar que o efeito ansiogênico da SP se deve à liberação de NO. 
Assim nossos experimentos empregando o 8-Br-GMPc, análogo pemneável do 
GMPc, mensageiro intracelular formado por ativação da GCS pelo NO, tenta 
confinnar a possível relação causa-efeito entre a SP e o NO. De fato, o 8-Br- 
GMPc, administrado centralmente, produziu efeitos similares aos da SP, isto é, 
diminuiu significativamente a freqüência de entradas e o tempo de 
pennanência nos braços abertos do LCE, além de reduzir os comportamentos 
de avaliação risco e o comportamento de levantar, efeitos esses mais 
evidentes na maior dose empregada (20 nmol). O 8-Br-GMPc também 
potencializou o efeito do tipo ansiogênico promovido pela SP, resultados 
esperados se nossa hipótese de uma relação causai entre a SP e o NO existe, 
isto é, se a administração central de SP pronrave a liberação de NO, que por 
sua vez, produz o efeito do tipo ansiogênico em camundongos avaliados no 
LCE. Analisando os dados obtidos no LCE da maneira usual não é possível 
observar um decréscimo estatisticamente significante nos valores registrados, 
pois esses já se enconti-am num patamar mínimo. A potenciqlização dos efeitos
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da SP foi notada pela observação do comportamento dos animais, pré-tratados 
com 8-Br-GMPc e injetados com SP, que apresentavam uma alternância de 
comportamentos de “congelamento” (“freezing”), isto é, parada total, com 
corridas bruscas e explosivas (“darting behavior”), comportamento esse que 
não é adequadamente avaliado pelas medidas do LCE propostas na literatura 
até o nramento. Essa alternância de comportamentos foi também observada 
em ratos submetidos ao LCE pela administração do SIN-1, que levaria a uma 
maior fonnação de NO e, consequentemente, a um aumento nos níveis de 
GMPc (Del Bel et al., 1997). Em nossos laboratórios temos também observado 
esses comportamentos em ratos submetidos ao LCE após a administração de 
SP no septo lateral, na mesma dose (10 pmol) empregada no presente estudo 
(Gavioli et al., 1998). Esses comportamentos são descritos na literatura como 
respostas à estimulação do receptor NMDA em áreas neuroanatômicas 
envolvidas nos comportamentos aversivos e de defesa, como a PAG (Hilton e 
Redfem, 1986), o colículo superior (Mitchell et al., 1988), e o córtex pré-frontal 
(Crawley et al., 1992; Savelli et al., 1995). Acreditamos que é necessário 
modificar o registro comportamental no LCE para que esse paradigma 
experimental se torne mais sensível na análise da ação de drogas 
ansiogênicas e, talvez, ansiolíticas. Uma possibilidade seria a de empregar 
parâmetros como tempo de imobilidade e reações de fuga, entre outros.
Nossos estudos com o IBMX tinham o intuito de confimnar, numa 
abordagem indireta, os dados obtidos com o pré-tratamento com o 8-Br-GMPc, 
uma vez que este inibidor de fosfodiesterase promoveria um acúmulo de GMPc 
(Vallebuona e Raiteri, 1993, 1994). No entanto, o pré-tratamento com IBMX, 
que não apresentou efeito quando utilizado isoladamente, reverteu a ação do 
tipo ansiogênica da SP, ao contrário do que esperávannos. Essa aparente 
contradição tem, pelo menos, duas explicações: a primeira deve-se 
simplesmente ao fato do IBMX não ser um inibidor específico da 
fosfodiesterase do tipo V, inibindo inespecificamente outras fosfodiesterases, o 
que poderia levar, por exemplo, a um aumento de AMPc, que levaria ao efeito 
aqui observado. Mais provável, entretanto, é que a aparente reversão do efeito 
da SP seja simplesmente devido à estimulação motora promovida pelo IBMX, 
observada pelo aumento no número de entradas nos braços fechados e no 
total de entradas em ambos os braços. Esta estimulação motora foi confirmada
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na observação feita no campo-aberto. De qualquer maneira, seria interessante 
empregar um inibidor específico da fosfodiesterase do tipo V, como o 
dipiridamol ou o zaprimast, para confirmar essa relação causa-efeito entre a SP 
e o NO.
Na tentativa de observar de uma fornia mais direta a liberação de NO 
pela SP procedemos os estudos de atividade da NOS ex vivo, isto é, em 
cérebros de animais tratados centralmente com 10 pmol de SP. Não 
observamos diferenças significantes entre a atividade da NOS em animais 
tratados com SP comparados aos do grupo controle, apesar de em ambos os 
grupos notannos uma tendência a lateralização, isto é, o hemisfério esquerdo 
sempre apresentava níveis mais altos de atividade da NOS em comparação 
com o direito, embora essa diferença não tenha sido estatisticamente 
significante. O tratamento com SP não alterou significativamente a atividade da 
NOS, provavelmente, porque promove liberação de NO em quantidades que 
não diferem dos valores basais, responsáveis pelos efeitos comportamentais 
observados.
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6 - CONCLUSÕES
Nossos resultados acerca da participação do NO na ansiedade 
experimental avaliada no LCE em camundongos sugerem que o NO exerce 
uma ação do tipo ansiogênica, pois os inibidores de suas enzimas de síntese 
apresentam, em algumas doses, efeitos ansiolíticos nesta paradigma 
experimental.
Nossos dados indicam que parece existir uma interação do sistema 
neurocinérgico com o sistema niti-érgico na modulação da ansiedade 
experimental avaliada no LCE em camundongos. Essa interação é 
provavelmente do tipo causa-efeito, uma vez que a SP parece promover um 
aumento da produção de NO, o que resultaria no efeito do tipo ansiogênico 
observado no LCE. No entanto, cremos que outros estudos complementares 
são importantes para melhor entendermos essa inter-relação entre o sistema 
neurocinérgico e o nitrérgico, como o emprego de outros agonistas e 
antagonistas NKi, além de verificar o envolvimento dos outros receptores 
neurocinérgicos NK2, NK3, com o NO, na modulação da ansiedade 
experimental. Além disso, estudos imunohistoquímicos que mostrem uma 
correlação anatomo-funcional entre a presença de SP e as atividades 
bioquímicas da NOS, e estudos eletrofísiológicos com microeletrodos que 
detectam a liberação de NO após a administração central de SP, nas diferentes 
áreas do substrato neural da ansiedade experimental, ou ainda estudos in vitro 
com culturas de células primárias (PC12) que possibilitem demonstrar 
diretamente se a SP ativa a NOS, são de grande interesse e valia na 
determinação do papel do NO nos efeitos modulatórios das neurocininas na 
ansiedade experimental, como sugerido pelos resultados do presente ti'abaiho.
Não é possível descartar também que a relação causa-efeito se dê no 
sentido contrário ao aqui proposto, isto é, que o NO estimule a lit)eração de SP 
no septo lateral produzindo o efeito do tipo ansiogênico por ativação, via 
receptores NKi, do hipotálamo que se projetam para a PAG. Além disso, uma 
ação direta do NO ativando o núcleo mediai da amígdala que se projeta ao 
hipotálamo e este a PAG, poderia levar à promoção do efeito do tipo 
ansiogênico observado no presente estudo tanto para o NO quanto para SP,
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assim cxjmo a potencialização observada no efeito da SP pelo pré-tratamento 
com 8-Br-GMPc. Essa probabilidade é reforçada pelas observações de 
Kamisaki etal. (1955) e Inoue et a i (1997) que demonstraram que o NO regula 
a liberação de SP em sinaptossomas cerebrais e em fatias da medula espinhal 
de ratos.
Desta maneira, o presente estudo mostra de fomria inequívoca que o NO 
participa no efeito do tipo ansiogênico da SP avaliado no LCE, em 
camundongos, embora a direção em que essa interação entre o sistema 
nitrérgico eo neurocinérgico ocon-a pennanece a ser esclarecida.
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RESUMO
O óxido nítrico (NO) parece regular inúmeras funções biológicas no 
sistema nervoso central tais como a neurotoxicidade e a plasticidade neuronal, 
além de alguns processos fisiopatológicos como a ansiedade. A ansiedade é 
modulada por diversos sistemas de neurotransmissores. A este respeito, 
estudos anteriores mostraram que as neurocininas modulam a ansiedade 
experimental, avaliada no labirinto em cruz elevado (LCE), em camundongos. 
Por outro lado, têm sido descritos efeitos do tipo ansiolítico quando se trata 
ratos e camundongos com alguns inibidores da óxido nítrico sintase (NOS), 
enzima passo limitante na síntese de NO. Adicionalmente, observou-se que a 
N®-nitro-L-arginina (L-NOARG), um inibidor da NOS, altera alguns efeitos 
comportamentais da substância P (SP), neurocinina endógena, em ratos. 
Assim, o presente estudo teve como objetivo final investigar o possível 
envolvimento do NO na modulação do efeito ansiogênico da SP em 
camundongos, no paradigma experimental do LCE. Camundongos Suíços 
adultos foram injetados i. p. com L-NOARG (2, 20 e 200 nmol / kg) ou i. c. v. 
com N°-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME; 0,3, 1, 3, 10, 30 e 100 nmol / 
sítio), 7-nitroindazol (7-NI; 0,025, 0,1, 0,25, 2,5 e 25 nmol / sítio) ou veiculo 
(NaCI 0,9% ou PBS, respectivamente). Após 10 e 5 min, respectivamente, os 
animais foram observados no LCE (5 min) e, posterionnente, no campo aberto 
(5 min). Outros grupos de animais foram injetados i. p. com L-NOARG (0,02 
nmol / kg), i. c. v. com L-NAME (1, 3 e 30 nmol / sítio), 7-nitroindazol (7-NI 
0,025 e 0,25 nmol / sítio), inibidores da NOS, ou veículo. Após 5 min, foi 
administrado, via i. c. v., SP 10 pmol ou PBS (2 |al). Imediatamente após a 
recuperação do reflexo postural esses animais foram observados no LCE (5 
min) e, posterionnente, no campo aberto (5 min). O tratamento com inibidores 
da NOS não alterou os parâmetros observados no LCE. A SP per se reduziu o 
tempo despendido nos braços abertos em comparação aos outros tratamentos 
(p < 0,05), indicando um efeito do tipo ansiogênico para essa neurocinina. O 
efeito ansiogênico da SP foi revertido pelo pré-ti-atamento com os diferentes 
inibidores de NOS (p < 0,05). Em outro grupo de animais foi administi-ado S- 
nitroso-N-acetil-DL-penidlamina (SNAP), um doador de NO, ou N-acetil-DL- 
penicilamina (NAP), sua molécula precursora, nas doses de 0,02, 0,2, 2 e 20
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pmol / sítio i. c V . No labirinto em cruz elevado, estas substâncias não alteraram 
quaisquer parâmetros registrados, exceto aqueles referentes à atividade 
motora . Nos grupos pré-tratados i. c. v. com SNAP (0,02 e 2 pmol) ou NAP (2 
pmol) e após 30 min, injetados pela mesma via com a SP (10 pmol), ou seu 
veículo, observou-se também uma reversão dos efeitos do tipo ansiogênico da 
SP. O 8-bromo-GMP cíclico (8-Br-GMPc; 2 e 20 nmol), um análogo da GMPc, 
promoveu uma ação do tipo ansiogênica per se e, na maior dose, tendeu a 
ampliar a resposta do tipo ansiogênica da SP. O pré-tratamento i. c. v. de 
animais com 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX, 0,2 e 2 nmol), um inibidor das 
enzimas fosfodiesterases, não alterou quaisquer parâmetros observados no 
LCE, mas reverteu os efeitos da SP nesse modelo experimental. O conjunto 
dos resultados obtidos em nosso estudo sugerem que o NO participa na ação 
do tipo ansiogênica da SP observada em camundongos no teste do LCE.
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ABSTRACT 
Nitric oxide involvement in the anxiogenic effect of substance P
Nitiic oxide (NO) mediates several biological functions, including some 
central nervous system processes such as neurotoxicity, plasticity and anxiety. 
Anxiety is a pathophysiological condition regulated by various neurotransmitter 
systems. Neurokinins, such as substance P (SP), functionally modulates 
experimental anxiety as evaluated in the elevated plus-maze test (EPM) in mice 
and NO synthase inhibitors (NOS) usually promote anxiolytic-like effects in 
rodents in the same experimental paradigm. Moreover, N-nitro-L-arginine (L- 
NOARG), a NOS inhibitor, modifies some behavioral effects of SP in rats. 
Thus, this study investigates whether NO is involved in the anxiogenic profile of 
action of SP in mice in the EPM. Adult Swiss mice were injected i. p. with L- 
NOARG ( 2, 20 and 200 nmol/kg) and i.c.v. with N-nitro-L-arginine methyl ester 
(L-NAME; 0.3, 1, 3, 10, 30 and 100 nmol/site), 7-nitroindazole (7-NI; 0.025, 0.1, 
0.25, 2.5 and 25 nmol/site) or vehicle (NaCI 0.9% or PBS, respectively). 
Animais were evaluated in the EPM for 5 min, followed by observation in the 
open-field (5 min). Another group of animais were injected with L-NOARG (0.02 
^mol/kg) i. p., L-NAME (1, 3 and 30 nmol/site) or 7-NI (0.025 and 0.25 
nmol/site) i. c. v. or vehicle. Five min later, the animais received i.c.v injections 
of SP (10 pmol) or PBS (2 p.1). Immediately after the animais recovered their 
postural reflex they were observed in the plus-maze (5 min) and, afterwards, in 
the open-field (5 min). Treatment with NOS inhibitors did not change any 
parameters measured in the EPM. SP per se reduced the time spent on open 
arms in comparison to the other treatments indicating an anxiogenic-like effect 
(p < 0.05). This anxiogenic effect of SP was reverted by pretreatment with 
different NOS inhibitors (p < 0.05). Another group of animais received i. c. v. 
injections of a NO-releasing compound, S-nitroso-N-acetyl-DL-penicilIamine 
(SNAP), or N-acetyl-DL-penicilIamine (NAP), the non-nitrosylated thiol. These 
compounds did not modify the EPM parameters, except the locomotor activity of 
the animais, but reverted the anxiogenic effect of SP. 8-bromo- cyclic GMP (8- 
Br-cGMP, 2 and 20 nmol), a pemieant cGMP analog, promoted an anxiogenic- 
like effect per se and, at the highest dose tested, enhanced the anxiogenic
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action of SP. Central pretreatment with 3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX, 0.2 
and 2 nmol), a phosphodiesterase inhibitor, alter the EPM locomotor 
measurements and reverted the SP responses on this experimental paradigm. 
Taken together, the resuits of the present study suggest a putative NO role In 
the anxiogenic-like effect of SP in mice evaluated in the EPM test.
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